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Gewidmet meiner Oma, 
Zeit ihres Lebens eine starke Frau, 
die immer für andere da war. 
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Abkürzungsverzeichnis 
 
dd-PGJ2 15-deoxy-Δ12,14-Prostaglandin D2 
9cRA  9-cis Retinolsäure 
22-HOC 22-(R)-Hydroxycholesterol 
ABCA1  ATP binding cassette transporter A1 
ABCG1 ATP binding cassette transporter G1 
AP-1  Aktivator Protein-1 
Apo A-I Apolipoprotein A-I 
APS  Ammoniumpersulfat 
ATP  Adenosintriphosphat 
bp  Basenpaare 
BSA  Bovine Serum Albumin (Rinderserum-Albumin) 
cDNA  komplementäre DNA 
CEHC  α-Carboxyl-Ethyl-Hydroxychroman 
CETP  cholesteryl ester transfer protein 
COX  Cyclooxygenase 
Ct-Wert threshold cycle 
DEPC  Diethylpyrocarbonat 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
dHDL  delipidiertes HDL 
DNA  Desoxyribonucleinsäure 
DNase Desoxyribonuclease 
dNTPs Nucleosidtriphosphate 
dsDNA doppelstränige DNA 
DTT  Dithiotreitol 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
E.coli  Escherichia coli 
FACS  Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (fluorescene-activated cell 
sorting) 
FITC  Fluoresceinisothiocyanat 
FCS  fetal calf serum (Fötales Kälberserum) 
g  Erdbeschleunigung 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
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HepG2 humane Leberzellline 
HDL  high density lipoprotein 
HMG-CoA Hydroxy-methyl-glutaryl-Coenzym A 
HODE  Hydroxyoctadecadiensäure 
HPLC  High Performance Liquid Chromatography 
HRP  Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase) 
IL  Interleukin 
kDa  Kilodalton 
LB  luria broth 
LCAT  Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase 
LDL  low density lipoprotein 
LDL-R  LDL-Rezeptor 
LXRα  liver X receptor alpha 
LXRE  liver X receptor - Element 
MCS-F macrophage-colony stimulating factor 
M-MLV moloney murine leukaemia virus 
mRNA  messenger RNA 
rRNA  ribosomale RNA 
tRNA  Transfer-RNA 
oxLDL  oxidiertes LDL 
OD  optische Dichte 
PAGE  Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PBS-/-  PBS ohne Kalzium und Magnesium 
PBS+/+ PBS mit Kalzium und Magnesium 
PBMCs periphere mononukleäre Blutzellen 
PCR  Polymerasekettenreaktion 
pd(N)6 Random Hexamer Primer 
PFA  Paraformaldehyd 
PLTP  phospholipid transfer protein  
PKC  Proteinkinase C 
PMA  Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
PPARγ  peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
PPRE  peroxisome proliferator-activated receptor - Element 
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RNA  Ribonucleinsäure 
RNase Ribonuclease 
RT  Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse Transkription mit anschließender PCR 
RXR  Retinolsäure-X-Rezeptor 
SCAP  SREBP cleavage activating protein 
SOD  Superoxiddismutase 
SREBP sterol regulatory element-binding protein 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SR-BI  Scavenger Rezeptor BI 
TAP  Tocopherol associated protein 
TBP  Tocopherol binding protein 
TEMED N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin 
TBS-T  Tris-gepufferte Salzlösung mit 0,1 % Tween 20 
TGFβ  tumor growth factor beta 
THP-1  humane monozytäre Zellline 
TRIS  Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan 
TTP  a-Tocopherol-Transfer Protein 
U/min  Umdrehungen pro Minute 
VLDL  very low density lipoprotein 
 
 
Es wurden die allgemeinen SI-Einheiten und die chemischen Elemente 
verwendet. 
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1 Einleitung 
1.1 Antioxidantien 
Reaktive Sauerstoffspezies wie das Superoxidanion (O2-), das 
Hydroxylradikal (OH-) und Wasserstoffperoxid (H2O2) sind Moleküle, die von 
Zellen in defizitären und in der Folge pathologischen Zuständen vermehrt 
produziert werden. Dies kann zu DNA-Strangbrüchen und 
Basenfehlpaarungen führen, aber auch zur Oxidation von Proteinen und 
Lipiden, die die Integrität der Zellmembranen schädigen. Neben zellulär 
enzymatischen Entgiftungssystemen, wie der Superoxiddismutase, der 
Glutathionperoxidase oder der Katalase, besitzen Zellen nicht-enzymatische 
Abwehrmechanismen wie hydrophile und hydrophobe Antioxidantien um 
oxidativen Stress zu verhindern (Abbildung 1) 1. In den Mitochondrien und 
hydrophilen Kernkompartimenten sind hydrophile Antioxidantien wie 
Vitamin C und  Glutathion zu finden, deren intrazelluläre Konzentration 1 - 
10 mM beträgt. Hydrophobe Antioxidantien wie Vitamin E (α-Tocopherol) 
und Carotinoide finden sich in Lipoproteinen und Membranen, wo sie 
entweder die Lipidperoxidation hemmen, indem sie Peroxidradikale (ROO*) 
zerstören oder die Hydroperoxidbildung aus Singulett-Sauerstoff blockieren. 
Die Superoxiddismutase katalysiert die Reaktion vom Superoxidanion zum 
Wasserstoffperoxid, welches durch die Katalase und Gluthationperoxidase 
entgiftet wird. α-Tocopherol fängt Lipidperoxidradikale durch 
Hydrogentransfer ab. Das stabilisierte Peroxidradikal  (α-
Tocopheroxylradikal) wird z. B. mithilfe von Vitamin C oder Glutathion 
wieder zu α-Tocopherol regeneriert 2.  
12  1  Einleitung 
 
Abbildung 1: Antioxidantien (Vitamin E, SOD, Glutathionperoxidase oder Katalase) 
schützen die Zelle vor den Auswirkungen von oxidativem Streß und 
somit vor reaktiven Stickstoff- oder Sauerstoffspezies. Teilweise können 
Antioxidantien enzymatisch oder durch andere Antioxidantien wieder 
regeneriert werden z. B. die Glutathionperoxidase durch die 
Glutathionreduktase oder auch Vitamin E durch Vitamin C 
 
1.2 α-Tocopherol 
1.2.1 Vorkommen und Struktur 
Entdeckt im Jahre 1922 als Reproduktionsfaktor bei Ratten 3, werden dem 
Vitamin E protektive Effekte bei der Prävention kardiovaskulärer 
Erkrankungen, Krebs und chronischen Entzündungen zugeschrieben 4. α-
Tocopherol verhindert sowohl die Peroxidation von mehrfach ungesättigten 
Fettsäuren in Membranen 5 als auch die Oxidation von LDL 6. Es fungiert als 
Koenzym in Zellmembranen und dient als Radikalfänger. Essentiell ist es für 
die Fruchtbarkeit und die Fortpflanzung, aber es ist auch in die Entstehung 
der Erythrozyten involviert. In der Natur findet man α-Tocopherol 
verwiegend in Getreidekeimen und pflanzlichen Ölen wie Weizenkeim- oder 
Sonnenblumenöl, sowie in Nüssen, grünem/gelbem Gemüse und Eigelb. 
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Der Sammelbegriff Vitamin E umfasst α-, β-, γ- und δ-Tocopherole 
(Abbildung 2) und α-, β-, γ- und δ-Tocotrienole, welche nach oraler 
Aufnahme im Darm mit Fettmicellen resorbiert werden und über 
Chylomikronen in den Blutkreislauf gelangen. Vier natürliche Tocopherol-
Regioisomere sind bekannt. Synthetisches Vitamin E ist in der Regel ein 
Racemat der Stellungsisomere an der Seitenkette. 
 
Abbildung 2: Die Grundstruktur aller Vitamin E-Formen bildet ein an Position 6 
hydroxylierter Chromanring, der an Position 2 bei den Tocopherolen mit 
einer gesättigten Seitenkette und bei den Tocotrienolen mit einer 
ungesättigten Seitenkette verknüpft ist. Tocopherole und Tocotrienole 
werden in Abhängigkeit von der Methylierung des Chromanrings in eine 
α-, β-, γ- oder δ-Form unterteilt 
Von den natürlichen, alle RRR-Tocopherole, besitzt RRR-α-Tocopherol die 
stärkste biologische antioxidative Aktivität in vivo, welches nach Absorption 
in der Leber spezifisch mit VLDL sezerniert wird. Dieser Vorgang wird durch 
das α-Tocopherol Transferprotein (α-TTP) moduliert. Die übrigen 
Tocopherole und Tocotrienole werden bevorzugt über die Galle 
ausgeschieden. Der α-Tocopherol-Plasmaspiegel liegt beim Menschen 
normalerweise bei 25 µM und kann, abhängig von Menge und Dauer der 
Supplementierung, um den Faktor 2-3 angehoben werden 7-9. Die Aufnahme 
in extrahepatische Gewebe erfolgt über LDL-Rezeptoren. α-Tocopherol kann 
über den ABCA1, ein wichtiger Sterol-Effluxtransporter z. B. in Makrophagen 
( 1.3.5), auf HDL übertragen werden oder als Haupteliminationsprodukt, das 
α-Carboxyl-Ethyl-Hydroxychroman (CEHC), über die Niere ausgeschieden 
werden (Abbildung 3) 4.  
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Abbildung 3: Tocopherole werden im Darm resorbiert und in Chylomikronen zu den 
peripheren Geweben transportiert. Nach Hydrolyse durch die 
Lipoproteinlipase (LPL) gelangt der größte Teil mit den Chylomikronen-
Remnants zu den Hepatozyten und wird über den LDL-Rezeptor (LDL-R) 
aufgenommen. Das α-Tocopherol wird spezifisch vom intrazellulären α-
Tocopherol-Transfer-Protein (α-TTP) in VLDL sezerniert und gelangt 
schließlich über LDL zu den peripheren Zellen. Sekretion erfolgt 
hauptsächlich über die Galle. Die α-Tocopherol enthaltenden LDL-
Partikel werden von den peripheren Zellen über den LDL-R 
aufgenommen. Das α-Tocopherol wird intrazellulär durch Tocopherol-
assoziierte Proteine (TAPs) und Tocopherol Bindeproteine (TBPs) zu 
seinen Wirkorten verteilt. In den Zellen moduliert das α-Tocopherol 
Wege der Signaltransduktion (z.B. Proteinkinase C) oder nimmt direkten 
Einfluß auf die Genexpression. HDL wird über ABCA1 mit α-Tocopherol 
angereichert. Ein Teil des Tocopherols wird zu CEHC metabolisiert und 
über die Niere ausgeschieden 10, 11. 
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1.2.2 Physiologische Funktion und Wirkungsweise von α-Tocopherol 
– nicht nur ein Antioxidans? 
Als Antioxidans wird jede Substanz definiert, die, auch wenn sie in 
geringerer Konzentration als die zu oxidierenden Substrate präsent ist, 
deren Oxidation verzögert, beziehungsweise ganz verhindert. 
α-Tocopherol gilt als wirksamster Peroxid-Radikalfänger in Membranen und 
in Lipoproteinen (LDL) 6, 12. Es entfaltet seine antioxidative Wirkung, indem 
es z. B. Peroxid-Radikale von mehrfach ungesättigten Fettsäuren in 
Phospholipiden in Membranen und Lipoproteinen reduziert (Abbildung 2). α-
Tocopherol ist im Plasma 13 und in Erythrozyten 14 das wichtigste 
lipidlösliche Antioxidationsmittel, welches Lipide gegen peroxidative 
Schäden zu schützen vermag und macht ca. 90% aller Gewebe-Tocopherole 
aus 15. 
Es existieren folgende Hinweise, dass die direkte antioxidative Wirkung 
nicht der einzige Mechanismus ist, über den α-Tocopherol biologische 
Wirkung entfaltet. α-Tocopherol übt immunstimulierende und anti-
inflammatorische Wirkungen aus, die sich daraus ergeben, dass α-
Tocopherol in der Lage ist, Lysosomen zu stabilisieren, die IL-2-Produktion 
zu erhöhen und die Prostaglandin E2-Synthese zu reduzieren 16. Durch α-
Tocopherol wird die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen und 
IL-1β durch Hemmung des 5-Lipoxygenase-Reaktionsweges vermindert 17. 
Außerdem können die Zelladhäsion und die enzymatische Superoxidanion-
Produktion durch α-Tocopherol gehemmt werden, welche zentrale Prozesse 
bei Entzündungsgeschehen ausmachen 18-20.  
Der Zusammenhang zwischen α-Tocopherol und der Induktion von 
Signaltransduktionswegen beziehungsweise der Steigerung oder Hemmung 
der Transkriptionsaktivität wurde in unterschiedlichen Zellen untersucht. Die 
Arbeitsgruppe von Angelo Azzi fand heraus, dass α-Tocopherol in der Lage 
ist, AP-1 zu aktivieren. Dies geschieht unter Bedingungen, unter denen die 
Proteinkinase C gehemmt oder inaktviert wird 21. Auch findet eine 
Verhinderung der AP-1 Aktivierung durch α-Tocopherol statt, wenn die 
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Proteinkinase C stimuliert wird 22. Diese Effekte konnten durch γ-Tocopherol, 
welches ähnliche antioxidative Eigenschaften besitzt, nicht ausgelöst 
werden. Daraus schlossen Azzi et al., dass α-Tocopherol  in glatten 
Gefäßmuskelzellen durch stereospezifische Kontrolle von 
Signaltransduktionswegen wirken kann 23, 24. Es konnte gezeigt werden, 
dass die totale und nicht-spezifische Transkriptionsaktivität in der Leber von 
Ratten höher war, wenn diesen 30 IU α-Tocopherol-Acetat pro Kilogramm 
Körpergewicht zugefüttert wurde 25. Auch Azzi et al. stellten fest, dass die 
Transkription mehrerer Gene durch α-Tocopherol reguliert werden kann 26. 
Durch α-Tocopherol wurde z. B. eine erhöhte Expression von α-Tropomyosin 
beobachtet 24. Die Kollagen-α-1(I) Genexpression in der Leber konnte durch 
eine Langzeit- oder Kurzzeit-Supplementation mit α-Tocopherol gehemmt 
werden 27. 
1.2.3 Regulation der Genexpression durch α-Tocopherol 
Bis heute sind ungefähr 30 Gene bekannt, deren mRNA Expression durch α-
Tocopherol  beeinflusst wird. Diese Gene kodieren für Proteine der 
extrazellulären Matrix, Apoptosefaktoren, Transkriptionsfaktoren, Zytokine, 
Wachstumsfaktoren und für Proteine, die Einfluß auf den Zellzyklus nehmen 
oder für den Metabolismus in den Zellen mitverantwortlich sind (Tabelle 1) 
28. Einige dieser Gene spielen bei der Atheroskleroseentstehung eine 
wichtige Rolle. So wird der CD36-Rezeptor, der die Aufnahme von oxLDL in 
glatte Gefäßmuskelzellen der Arterien befördert, herunterreguliert. Durch 
Inhibition der Genexpression der Zelladhäsionsmoleküle VCAM-1 und ICAM 
wird die Adhäsion von Monozyten an die Endothelzellen der arteriellen 
Gefäße, ein wichtiger Fakor in der Atheroskleroseentstehung, verringert. 
Durch Induktion der Genexpression von α-TTP reguliert das α-Tocopherol in 
gewissem Rahmen auch seinen Plasmaspiegel selbst (Abbildung 3). 
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Tabelle 1: Effekte von α-Tocopherol auf die Genexpression der 
Atheroskleroseentstehung. Modifiziert nach Munteanu et al. 28 
KATEGORIE GENE NORMALE FUNKTION 
EFFEKT α-
Tocopherol 
REZEPTOREN 
CD36, SR-BI, 
SR-AI/II 
Aufnahme von oxLDL in 
die Zelle 
- 
EXTRAZELL. 
MATRIX 
E-, L-Selektin, 
ICAM-1, 
Integrine,  
Monozytenadhäsion an 
Endothelzellen 
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1.3 Atherosklerose 
1.3.1 Atherogenese 
Die Begriffe Atherosklerose und Arteriosklerose werden im Deutschen meist 
synonym gebraucht und stehen nach WHO-Definition für eine variable 
Kombination von Veränderungen der Intima arterieller Blutgefäße, 
bestehend aus herdförmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen 
Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Ablagerung 
von Calziumsalzen, verbunden mit Veränderungen der Arterienmedia. 
Weltweit stellt sie eine der häufigsten Erkrankungen dar, die sich jedoch 
klinisch meist erst im späteren Lebensalter in Form von Myokardinfarkt, 
Apoplex oder peripherer arterieller Verschlußkrankheit manifestiert und 
häufig zum Tode führt. Im Jahr 2006 wurden für Deutschland 367.361 
Todesfälle allein durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen registriert 
(Todesursachenstatistik, 2006, Statistisches Bundesamt Deutschland). Als 
erste morphologische Manifestationen finden sich oft bereits im 
Adoleszentenalter, die sogenannten Fettstreifen, in der Intima. Im Gefäß 
kommt es zur Endothelschädigung und somit zur Inflammationsreaktion 
durch Rekrutierung von Leukozyten, die über Adhäsionsmoleküle adhärieren 
und über Zytokinfreisetzung vermehrt in die Intima einwandern. 
Chemotaktisch werden weitere Monozyten angelockt, wandern in die 
Gefäßwand ein, differenzieren dort zu Makrophagen und phagozytieren 
modifizierte Lipide wie zum Beispiel oxLDL über Scavenger Rezeptoren. Es 
kommt zur Schaumzellbildung, in deren weiteren Verlauf phagozytiertes 
Material T-Lymphozyten über HLA-DR präsentiert wird. Die Inflammation 
wird durch diese Lymphozyten aufrechterhalten und gefördert, indem sie 
Wachstumsfaktoren  wie TNFα und Interferon γ freisetzen, und im weiteren 
Verlauf die Bindegewebsneubildung fördern. Es entstehen fibröse Plaques. 
T-Lymphozyten sekretieren jedoch auch Zytokine, die die Produktion von 
Kollagen in glatten Gefäßmuskelzellen behindern und die Expression von 
Matrixmetalloproteinasen in Makrophagen fördern. Dieser Prozess schwächt 
in einem späterem Stadium, dem Atherom, die fibröse Kappe, die die 
Abgrenzung des Blutes zum lipidreichen Kern der Plaque bildet. Das 
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auslösende Ereignis für einen Myokardinfarkt oder Schlaganfall stellt dann 
meist die Ruptur solch eines Plaque mit nachfolgendem thrombotischen 
Verschluß des Gefäßes dar 29-31.  
 
 
Abbildung 4: Pathogenese der Atherosklerose 31  A: Rekrutieren von Leukozyten 
und Endothelschädigung. Normalerweise adhärieren Leukozyten wenig 
am gesunden Endothel. Kommt es jedoch zu einer Entzündungreaktion, 
so werden Adhäsionsmoleküle exprimiert, die eine Adhäsion der 
Leukozyten erlauben. Proinflammatorische Zytokine fördern die 
Migration derselben in die Intima. B: Monozyten differenzieren zu 
Makrophagen, exprimieren Scavenger Rezeptoren und phagozytieren 
Lipidpartikel, die zur Schaumzellbildung führen, das charakteristische 
Zeichen für eine atherosklerotische Läsion. Angelockte T-Lymphozyten 
sekretieren Zytokine und Wachstumsfaktoren, die die Migration und 
Proliferation von glatten Gefäßmuskelzellen fördern. C: T-Lymphozyten 
sekretieren Zytokine, die die Produktion von Kollagen in glatten 
Gefäßmuskelzellen behindern und die Expression von 
Matrixmetalloproteinasen in Makrophagen fördern. Dieser Prozess 
schwächt die fibröse Kappe, die die Abgrenzung des Blutes zum 
lipidreichen Kern des Plaque bildet. Sollte der Plaque rupturieren, formt 
sich ein Thrombus, der für die meisten akuten Komplikationen der 
Atherosklerose verantwortlich ist.  
 
Bei den Risikofaktoren der Atherosklerose wird zwischen unbeeinflussbaren 
wie Alter oder familiärer Disposition und beeinflussbaren wie Dyslipidämie 
oder Rauchen unterschieden. Beeinflussbare Risikofaktoren wie Diabetes, 
Dyslipidämien, Hypertonie aber auch Rauchen, Übergewicht und 
Bewegungsmangel stellen einen wichtigen Angriffspunkt zur Prävention der 
Atherosklerose dar.  
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1.3.2 Nukleäre Transkriptionsfaktoren PPARγ und LXRα 
LXRs (liver X receptor) und PPARs (peroxisome proliferator-activated 
receptor) gehören zur Familie der Liganden-aktivierten nukleären 
Rezeptoren (nuclear hormone receptor superfamily of ligand-activated 
transcription factors), die nach Bindung an bestimmte Liganden die 
Expression von Genen insbesondere der Adipogenese und des 
Lipidmetabolismus regulieren 32-34. Ubiquitär exprimiert fungieren sie als 
Cholesterin-Sensoren, die als Antwort auf einen erhöhten intrazellulären 
Cholesterinspiegel aktiviert werden. Im Anschluß wird eine ganze Reihe von 
Genen aktiviert, die in der Cholesterin-Absorption, dem –Efflux, dem –
Transport und der –Exkretion eine wichtige Rolle spielen. Im Folgenden soll 
näher auf PPARγ und LXRα eingegangen werden.  
Substanzen, die PPAR aktivieren und die Proliferation von Peroxisomen 
induzieren, waren für die Namensgebung verantwortlich 35. Neben PPARγ 
gehören auch PPARα und PPARβ (auch als PPARδ oder NUC1 bezeichnet) zur 
Subfamilie der PPARs 36, 37. Als Hauptfunktion von PPARα gilt der 
Fettsäuremetabolismus, den der Rezeptor vor allem in der Leber, Niere und 
im Muskelgewebe reguliert 38. Fibrate haben PPARα als pharmakologische 
Zielstruktur, PPARβ wird eine bedeutende Rolle in der Plazentation 
zugesprochen 39.  
Für PPARγ existieren 2 Isoformen (PPARγ1, PPARγ2), die in ihrer 
Aminosäurezusammensetzung differieren, wobei PPARγ1 die in Menschen 
dominierende Form darstellt 40. Fast ubiquitär im Organismus vertreten, 
weist PPARγ in einigen Geweben und Zellen eine besonders hohe Expression 
auf unter anderem im Fettgewebe, wo PPARγ in Adipozyten für die 
Differenzierung von Prä-Adipozyten notwendig ist 41. Zu den Zellen, die 
besonders viel PPARγ enthalten, gehören auch Monozyten/Makrophagen, 
glatte Gefäßmuskelzellen und Endothelzellen, die in der Entwicklung der 
Atherosklerose eine große Rolle spielen 42. In vivo lässt sich insbesondere in 
atherosklerotischen Läsionen und dort in Schaumzellen eine hohe 
Expressionsrate von PPARγ nachweisen. Die Aktivierung von PPARγ mit 
anschließender Induktion regulierter Gene erfolgt durch Bindung 
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spezifischer Liganden und Bildung eines Heterodimers mit dem 
Retinolsäure-X-Rezeptor (RXR) 43. Ein Modell der Genaktivierung durch 
PPARγ ist in Abbildung 5 44 dargestellt. Es kommt zur 
Konformationsänderung bei PPARγ nach Ligandenbindung spezifischer 
Oxidationsprodukte von Fettsäuren, wodurch eine Bindung an RXR erst 
möglich wird. Dies führt zu einer Aktivierung abhängiger Gene, durch 
Bindung des PPAR-RXR-Komplexes an das PPAR Response Element (PPRE) 
in der Promotorregion eines Gens (z. B. CD36). Durch Anlagerung weiterer 
Proteine erfolgt schließlich die Transkription dieses DNA-Abschnittes in 
mRNA (Abbildung 5) 43. RXR kann verschiedene Liganden u. a. 9cRA binden 
und nach Bindung mit PPAR das Zielgen durch Anlagerung an das PPRE 
aktivieren 45. Auch RXR existiert, wie PPAR, in mehreren Isoformen (RXRα, 
RXRβ, RXRγ) 46, von denen die jeweilige RXR-Isoform eine bevorzugte 
Isoform von PPAR bindet 42. 
 
Abbildung 5: Schema der Aktivierung von PPARγ und LXRα durch spezifische 
Liganden und Induktion der dadurch regulierten Gene. Nach Bindung an 
einen Liganden erfolgt eine Konformationsänderung des PPARγ bzw. 
LXRα Moleküls, die eine Anlagerung an RXR mit nachfolgender Induktion 
eines Zielgens durch PPRE bzw. LXRE Bindung ermöglicht. Eine 
Aktivierung des PPARγ-RXR-Komplexes ist auch durch spezifische RXR 
Liganden möglich, ebenso wie durch eine Kombination von PPARγ bzw. 
LXRα und RXR-Ligand. 44 
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Wichtige aktivierende Liganden von PPARγ sind oxLDL-Partikel und darin 
enthaltene oxidierte Linolensäurederivate, speziell 9-(R/S) HODE, 13-(R/S) 
HODE, 9-oxoODE und 13-oxoODE. Auch Eicosanoide, insbesondere 
Prostaglandin J2 (PG-J2), 15-ddPGJ2, sowie Prostacyclin (PGI2) aktivieren 
PPARγ 42. Interessanterweise gibt es auch eine Gruppe von synthetischen 
Liganden, die PPARγ wirksam aktivieren können. Hierbei handelt es sich um 
die Glitazone, eingesetzt als Antidiabetika. Besonders Troglitazon, 
Pioglitazon und Rosiglitazon gehören zu den stärksten Aktivatoren von 
PPARγ 42. Da Glitazone in vielen in vitro – Untersuchungen Scavenger-
Rezeptoren induzieren, könnte dies auch in vivo zur Bildung von 
Schaumzellen führen. Klinische Studien bezüglich der atherogenen Wirkung 
von PPARγ in Menschen wurden noch nicht durchgeführt, in Versuchen mit 
genetisch veränderten Mausmodellen konnten für PPARγ eher eine 
Hemmung der Atherogenese beobachtet werden 47. Rosiglitazon 
verminderte die Entwicklung der Transplantations-Atherosklerose bei Ratten 
48. Ebenso zeigte PPARγ in zahlreichen in vitro – Versuchen 
antiinflammatorische Wirkungen im Sinne einer Suppression der 
Ausschüttung von TNFα, IL-1β und Gelatinase B 33, 49. Damit ist die Rolle 
von PPARγ in der Atherogenese nicht definitiv geklärt. 
Während LXRα vor allem in der Leber, im Darm, im Fettgewebe und in 
Makrophagen exprimiert wird 50, ist LXRβ ubiquitär vorhanden. LXRs sind 
Schlüsselregulatoren im Lipidmetabolismus und in der inflammatorischen 
Signalkaskade 44, vor allem beim Katabolismus aber auch einer verringerten 
Absorption von Cholesterin und bei der Fettsäuresynthese (Tabelle 2) 51. 
Tabelle 2: LXR Zielgene 
LXR Zielgene Angriffstelle/Zielort 
CYP7A1 (Maus) + Gallensäuesynthese 
ABCA1, ABCG1, ABCG5, ABCG8 + Sterolexport 
LXRα (Mensch) + Autoregulation 
SREBP-1c FAS Cholesterinsynthese 
Apo E, Apo CI, Apo CII, Apo CIV Lipoproteinmetabolismus 
CETP, PLTP, LPL  
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Aktiviert werden LXRα und LXRβ durch Oxysterole und oxidierte Derivate 
von Cholesterin wie 22-(R)-Hydroxycholesterol (22-OHC), 27-
Hydroxycholesterol und 24(S),25-Epoxycholesterol 52. In Abwesenheit eines 
Liganden ist am Zielgen ein Korepressor vorhanden, der die Transkription 
des Zielgens inhibiert 53. Nach der Ligandenbindung erfolgt eine 
Konformationsänderung für LXRα, wodurch wie bei PPARγ eine Bindung an 
den RXR möglich wird, die dann zur Aktivierung der Genexpression im 
Nukleus führt, wenn der LXR-RXR-Komplex an das LXR Response Element 
(LXRE) in der Promotorregion eines Gens (z. B. ABCA1) bindet. Es erfolgt 
die Aktivierung der Transkription des Zielgens (Abbildung 5). Die 
ligandenbedingte Aktivierung von LXR inhibiert auch die Transkription von 
Promotoren einiger Gene (z. B. proinflammatorische Zytokine), die kein 
LXRE enthalten, ein als TRANS-Repression bezeichnetes und noch wenig 
verstandenes Phänomen. Im Tiermodell steigerten synthetische Liganden 
von LXR den zellulären Efflux von Cholesterin und reduzierten die 
Atherosklerose. Die Selektivität von Pharmaka für LXRα oder LXRβ stellt 
jedoch aufgrund ausgedehnter Homologien noch ein Problem dar 54, 55. 
Bestenfalls hätte man einen starken Induktor für den Efflux (ABCA1) ohne 
Wirkung auf die Cholesterinsynthese (SREBP-1c).  
 
1.3.3 LDL-Rezeptor und Scavenger Rezeptor CD36 
Natives, unmodifiziertes LDL wird über Rezeptor-vermittelte Endozytose 
über den von Brown und Goldstein 1985 erstmals ausführlich beschriebenen 
LDL-R in die Zelle aufgenommen 56. Dieser Prozeß basiert auf der 
Einstülpung von „coated pits“ an bestimmten Stellen der Zelloberfläche, an 
denen die mit LDL beladenen LDL-R durch Endozytose aufgenommen 
werden. Beim anschließenden lysosomalen Abbau des LDL Partikels 
innerhalb der Zelle werden Cholesterinester hydrolysiert und freies 
Cholesterin wird zum weiteren Metabolismus bereitgestellt. Der 
Cholesterinspiegel innerhalb der Zelle supprimiert die Transkription des 
LDL-R, sowie der HMG-CoA-Reduktase, ein Schlüsselenzym der 
Cholesterinbiosynthese 57.  
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Für die unkontrollierte Aufnahme von Cholesterin in Makrophagen müssen 
also andere Rezeptoren eine entscheidende Rolle spielen. Entdeckt wurde 
der erste einer Reihe,in Funktionsweise, Struktur und Regulation vom LDL-R 
völlig unterschiedlichen Scavenger Rezeptoren (engl. to scavenge – 
reinigen, Unrat vernichten) 1990, zunächst identifiziert als Rezeptor für 
acetyliertes LDL und mit SR-A bezeichnet 58. Weitere Liganden sind z. B. 
oxidiertes LDL, das im Rahmen des oxidativen Stresses im Körper entstehen 
kann und demzufolge als natürlicher Ligand fungiert. Weitere Scavenger-
Rezeptoren, in ihrer Struktur verschieden, wurden als Klasse B Scavenger 
Rezeptoren bezeichnet z.B. CD36 und SR-BI. Mittlerweile wurden 
mindestens 6 Klassen an Scavenger Rezeptoren identifiziert, wovon jedoch 
die Klassen A und B als die für den menschlichen Organismus am 
wichtigsten angesehen werden.  
Anders als der LDL-R enthalten die Scavenger Rezeptoren Klasse A und B 
keine regulatorischen Sterol-Elemente in ihrer Promotorregion, sie werden 
deshalb auch bei hohen intrazellulären Cholesterinkonzentrationen 
exprimiert 59. Durch die fehlende negative Rückkopplung kommt es damit 
zu einer ungehemmten Anhäufung von Cholesterinestern in Makrophagen, 
die letztendlich in der Bildung von Schaumzellen resultiert 33.  
CD36 gehört, wie der homologe SR-BI zu den Klasse B Scavenger 
Rezeptoren 60, 61. Es ist ein 88 kDa großes Glykoprotein, welches 
insbesondere auf der Membran von Monozyten, Thrombozyten, 
Endothelzellen und Enterozyten vorhanden ist 62. CD36 wird stark dort 
exprimiert, wo Fette gespeichert oder wichtig als Energielieferant sind, z. B. 
in Adipozyten oder Kardiomyozyten 63, 64. Zu den Liganden von CD36 
gehören oxLDL, anionische Phospholipide, apoptotische Zellen, 
Thrombospondin, Kollagen sowie Plasmodium falciparum infizierte 
Erythrozyten 59. Um die quantitative Bedeutung dieses Rezeptors für die 
Aufnahme von oxLDL in die Zellen abzuschätzen, wurde dieser in einer 
Studie von Nicholson et al. in vitro mit Antikörpern blockiert. Dies führte zu 
einem Absinken der Bindung von Kupfer-oxidiertem LDL um 60% 65. In 
Studien mit CD36-defizienten Mäusen war die Entwicklung 
atherosklerotischer Läsionen vermindert 66. CD36 bindet auch natives LDL, 
 25 
aber die Affinität zu oxLDL ist etwa 3-fach höher 67. Als Scavenger Rezeptor 
bindet CD36 wahrscheinlich an den Lipid- und nicht den Protein-Anteil eines 
Lipoproteins. Dies zeigte sich in Versuchen mit experimentell delipidiertem 
oxLDL, welches nicht von CD36 gebunden wurde 65. Die Fähigkeit von 
Phospholipiden um die Bindung am Rezeptor mit oxLDL zu konkurrieren, 
sowie die Vielzahl von gebundenen Lipoproteinen (HDL, IDL und VLDL) 
bestärken ebenso diese Annahme 65, 67. Aufgrund der Bedeutung von CD36 
für die Atherosklerose-Entstehung wurde dessen Regulation bereits vielfach 
untersucht. Eine Verminderung der CD36-Expression konnte für 
Lipopolysaccharide, IL-1, TGFβ und durch Verringerung des Zellmembran-
Cholesterins nachgewiesen werden 68, 69. Demgegenüber wird CD36 durch 
die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen und durch die 
Stimulation mit proatherogenen Zytokinen, z. B. IL-4 und MCS-F 
(Macrophage-colony stimulating factor) induziert 68. Einen entscheidenden 
Einfluß auf die Expression von CD36 scheint jedoch vor allem der 
Transkriptionsfaktor PPARγ zu haben. CD36 enthält in seiner Promotorregion 
ein PPARγ response element (PPRE) und kann damit durch aktiviertes PPARγ 
induziert werden (Abbildung 6). 1998 wurde erstmals die These einer Feed-
Forward-Schleife von Nagy und Tontonoz postuliert, bei der Komponenten 
oxidativ modifizierter LDL, die von CD36 in die Zelle aufgenommen wurden, 
zu einer Aktivierung von PPARγ führen und damit die Expression von CD36 
weiter stimulieren 70. Durch unkontrollierte Expression von CD36 kommt es 
zur Akkumulation von Cholesterinestern in der Zelle und in der Folge zur 
Bildung von Schaumzellen, einem frühen Schritt der Atherogenese 
(Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Aufnahme von oxLDL durch Scavenger Rezeptoren wie CD36 und SR-
A, die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren PPARγ bzw. LXRα durch 
Fettsäuren bzw. Oxysterole und die Aktivierung der Effluxtransporter 
ABCA1 und ABCG1 durch LXRα. 
1.3.4 Reverser Cholesterintransport  
Periphere extrahepatische Zellen können sich mit Cholesterin sowohl durch 
eine Kombination aus de novo-Synthese als auch durch die Aufnahme von 
Sterolen aus LDL und VLDL versorgen. Der Transport von Cholesterin aus 
dem peripheren Gewebe über das Plasma zur Leber und die Exkretion über 
die Galle wird als reverser Cholesterintransport bezeichnet. Dort wird das 
Cholesterin teilweise in neusynthetisierten VLDL Partikeln wieder sezerniert 
oder taucht in der Galle als freies Cholesterin oder katabolisiert zu 
Gallensäuren auf 71. Der reverse Cholesterintransport wird über HDL 
vermittelt, das primär von Hepatozyten und Enterozyten sezerniert wird. 
Dessen strukturelle Hauptkomponente stellt Apo-Lipoprotein A-I dar, das bis 
zu einem Drittel des Cholesterins im menschlichen Plasma trägt 72. Der 
zelluläre Cholesterin-Exporter ABCA1 (siehe  1.3.5) transloziert 
Phospholipide und freies Cholesterin auf Apo A-I, was dessen Lipidierung zu 
kleinen diskoidalen prebeta-HDL Partikeln – sogenanntem naszierendem 
HDL bewirkt 73. Im Plasma wird es durch Cholesterinester, die über die LCAT 
synthetisiert werden 74, weiter mit Lipiden angereichert (HDL3 und HDL2). 
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Zwei Lipidtransfer-Proteine sind am weiteren Umbau von HDL beteiligt. PLTP 
versorgt HDL mit Lecithin, während CETP Cholsterinester auf LDL überträgt 
75, 76. HDL Triglyzeride werden durch die extrazellulär hepatische Triglyzerid-
Lipase abgebaut 77. SR-BI vermittelt als HDL Rezeptor die selektive 
Aufnahme von HDL-gereiften Cholesterinestern in der Leber und führt sie 
der Exkretion in der Galle zu 78, 79. In vivo wird der reverse 
Cholesterintransport in Makrophagen vor allem durch ABCA1 und ABCG1 
initiiert und nicht durch SR-BI 80. Wahrscheinlich wird Apo A-I regeneriert, 
indem es von den HDL Partikeln dissoziiert 81 (Abbildung 7).  
 
Abbildung 7: Reverser Cholesterin Transport: Ein Prozess, in den diverse Zell- und 
Plasmaproteine involviert sind. Eine der Hauptfunktionen von HDL ist der 
Cholesterintransport von peripherem Gewebe zur Leber. Obwohl HDL 
verschiedene Proteine enthält, besteht es zu 70% aus Apo A-I. In Leber 
und Darm synthetisiert und sezerniert, wird es als ursprünlich lipid-
armes Protein schnell mit Phospholipiden und Cholesterin angereichert. 
Diese nativen diskoidalen HDL Partikel reichern sich im Kontakt mit 
Effluxtransportern der Zelle weiter mit Phospholipiden und 
unverestertem Cholesterin, welches von der LCAT anschließend 
verestert wird und sich im Kern der HDL-Partikel sammelt, an. Die reifen 
HDL-Partikel werden über Plasmaproteine, die ihre Lipide an andere 
Lipoproteine abgegeben haben, remodelliert oder geben ihre 
Cholesterinester selektiv an Zellen z. B. über Sr-BI ab. Die Regeneration 
und das Recycling im Reversen Cholesterin Transport von lipid-armem 
Apo A-I scheint der Grund für die HDL-Remodelling Prozesse zu sein. 82 
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1.3.5 ABC-Transporter – ABCA1 und ABCG1 
Membran-assoziierte Pumpen wie die ABC-Transporter gehören zu den 
Transportproteinen, die unerwünschte Moleküle aus der Zelle entfernen 83. 
Gemeinsames Strukturelement ist eine ATP-Bindungskassette (ATP Binding 
Cassette). Die freiwerdende Energie aus der exergonisch verlaufenden ATP-
Hydrolyse (-30,5 kJ/mol) wird mit der endergonischen Translokation 
diverser Substrate durch Membranen gekoppelt. ABC-Proteine fungieren 
unter anderem als Ionenkanäle und ATP-sensitive Kanalmodulatoren. Ihre 
Mutationen besitzen klinische Relevanz bei genetisch bedingten 
Erkrankungen wie Mukoviszidose, Degeneration der Retina, Dyslipidämien 
oder veränderte Medikamenten-Suszeptibilität. ABC-Transporter sind aus 
zwei verschiedenen Domänen aufgebaut, den hydrophoben 
Membrandomänen und den hydrophilen Nukleotidbindungsdomänen, den 
ATP-Bindungskassetten 84, 85. Während ATP-Bindungskassetten mittels ATP-
Hydrolyse die Funktion eines Transportmotors übernehmen, stellen die 
Membrandomänen das Transportvehikel dar. Ein funktionell aktives ABC-
Protein benötigt zwei Nukleotidbindungsregionen und zwei 
Membrandomänen, die in verschiedenen Anordnungen vorkommen können 
86. Die meist unidirektionalen ABC-Transporter erfüllen ja nach Organismus 
spezialisierte Aufgaben. In Eukaryoten sind ABC-Transporter vor allem am 
Efflux von meist hydrophoben Molekülen aus dem Zytoplasma in den 
extrazellulären Raum oder in intrazelluläre Kompartimente 
(Endoplasmatisches Reticulum, Mitochondrien, Peroxisomen) beteiligt. 
Im Folgenden werden zwei Cholesterin-Efflux Transporter, ABCA1 und 
ABCG1, genauer vorgestellt. In der ABCA-Subfamilie sind bisher 12 Gene 
charakterisiert. Für einige Vertreter wird eine Rolle in der Lipidhomöstase 
verschiedender Zellsysteme diskutiert, die bisher aber nur für ABCA1 
nachgewiesen werden konnte 87. Das ABCA1-Gen, ubiquitär exprimiert in 
der Zytoplasmamembran humaner Zellen, wurde bereits 1994 von Luciani 
et al. 88 identifiziert und stellt einen kritischen Faktor für den komplexen 
Effluxmechanismus der Zelle dar, ohne selbst ein direkter 
Cholesterintransporter zu sein. Bindungsstudien in ABCA1-
überexprimierenden Zellen konnten zeigen, dass ABCA1 an freies Apo A-I 
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bindet und als direkte Folge ein gesteigerter zellulärer Phospholipidefflux 
und Cholesterinexport zu beobachten sind 89. Als integrales Membranprotein 
bildet ABCA1 ein Homodimer, bestehend aus einer 6 Helix-
Transmembrandomäne und einer Nukleotidbindungsdomäne (NBD), die 
zwei konservierte Peptidmotive enthält (Abbildung 8). Für ABCA1 wird eine 
Flippase-Funktion postuliert. Eine Zellmembran besteht aus zwei 
Lipiddoppelschichten mit den hydrophoben Köpfen nach innen. Ein Wechsel 
von einer Lipiddoppelschicht zur anderen ist extrem unwahrscheinlich und 
passiert spontan nur etwa einmal in der Minute. Dieser Vorgang wird durch 
Flippasen katalysiert 90, 91. Flippasen vermitteln den Transport von 
Phospholipiden bzw. Cholesterin von der inneren zur äußeren Membran, 
wobei Lipide mit ihrer polaren Kopfgruppe das hydrophobe Membraninnere 
durchwandern, in diesem Fall bis zum auf der Zelloberfläche gebundenen 
lipid-defizienten Apo A-I Partikel (Abbildung 9). Dieser Vorgang wird mit 
Flipflop bezeichnet.  
 
 
Abbildung 8: Modell der topologischen Organisation von ABCA1 Volltransportern (A) 
oder ABCG1 Halbtransportern in Dimerisierung 82 
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Abbildung 9: Modell for ABCA1- and ABCG1-vermittelten Lipidtransport von 
Makrophagen. Für beide wird eine Flippase-Funktion postuliert. Bei 
ABCA1 vermittelt die Flippase den Transport von Phospholipiden von der 
inneren zur äußeren Membran und damit zum auf der Zelloberfläche 
gebundenen lipiddefizienten Apo A-I Partikel, das anschließend Beladung 
mit Cholesterin beladen wird. Bei ABCG1 scheint kein direkter 
Lipoproteinkontakt vonnöten zu sein. 82 
 
Die ABCG-Subfamilie besteht aus fünf Vertretern, die meist reverse 
Halbtransporter sind, erst Dimere werden aktive Transporter mit zwei 
Transmembran- und zwei Nukleotidbindungsdomänen z. B. ABCG5/G8. Das 
humane ABCG1-Protein zeigt eine dominante Expression in Makrophagen 
und ist über einen über LXRα-regulierten Mechanismus am Cholesterin-
Efflux beteiligt 92, 93. Wie für ABCA1 wird auch für ABCG1 eine Flippase-
Funktion postuliert, in diesem Fall scheint der direkte Kontakt zu 
Lipoproteinen jedoch nicht nötig zu sein 93. ABCA1 und ABCG1 könnten 
sequentiell und synergistisch wirken: ABCA1 konvertiert lipidarmes Apo A-I 
zu nativen Lipoproteinen, die effektive Akzeptoren für den Cholesterin-
Export von ABCG1 sind. Möglicherweise koordinieren ABCA1 und ABCG1 
den Efflux von Cholesterin in Makrophagen, indem sie unterschiedliche 
Lipidakzeptoren verwenden (Abbildung 9) 94. Diese ABC Transporter, die in 
atherosklerotischen Läsionen in Makrophagen bereits nachgewiesen wurden 
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und bei Lipidüberladung induziert werden, spielen eine demnach 
entscheidende Rolle bei der Prävention und Regression der Atherosklerose 
95. 
Die Regulation und Aktivierung von ABCA1 und ABCG1 erfolgt über z. B. 
Oxysterole, 9cRA oder auch PPAR-Agonisten durch Bindung der aktivierten 
Heterodimere z. B. LXR/RXR an charakteristische DNA-Sequenzen (response 
elements) im Promotor ihrer Zielgene (siehe  1.3.2; Abbildung 5) 92, 96, 97. In 
Makrophagen konnte für ABCA1 sowohl durch PPARα als auch PPARγ-
Agonisten eine Stimulation der mRNA Expression und des Apo A-I 
vermittelten Cholesterin-Efflux gezeigt werden 98. Diese ligandenaktivierte 
Induktion von PPARγ erfolgt über die Stimulation von LXRα und hat 
letztendlich die Expression von ABCA1 und somit einen erhöhten Efflux von 
Cholesterin zur Folge 99. Ebenso in Makrophagen stimulieren LXR-Agonisten 
den Weg von ABCG1 vom intrazellulären Kompartiment zur 
Plasmamembran, was den Efflux von Cholesterin auf HDL verbessert. Somit 
hat das LXR System eine duale Funktion bei ABCG1, es steigert die 
Expression aber auch die Translokation von ABCG1 zur Plasmamembran 100. 
Die Entdeckung zahlreicher Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, die 
mit dem Lipidmetabolismus assoziiert sind, in der ABCA1-Promotorregion, 
bestätigte die Hypothese einer zentralen Rolle dieses ABCA1-Proteins in der 
zellulären Lipidhomöostase und ermöglichte neue Strategien zur Therapie 
von Lipidstoffwechselerkrankungen 101. Im Fall einer mutationsbedingten 
Inaktivierung des ABCA1-Gens tritt die als Tangier-Krankheit bekannte 
rezessive Störung der Lipidhomöostase auf. Bei den betroffenen Patienten 
kommt es zu ungewöhnlich niedrigen HDL-Plasmaspiegeln, andererseits 
aber zu einer verstärkten Akkumulation von Cholesterinestern in 
Makrophagen und Gefäßen 89. Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnten keine 
genetischen Variationen in humanem ABCG1 festgestellt werden, die einen 
pro-atherogenen Effekt hätten. 
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1.3.6 Die Wirkung von α-Tocopherol auf die Atherosklerose 
Die Oxidations-Hypothese der Atherogenese, nämlich, dass oxidative 
Modifikationen von Lipoproteinen die Atherosklerosentstehung fördern, 
wurde vor etwa fünfzehn Jahren postuliert 29, 102, 103. OxLDL werden eine 
Reihe proatherogener Eigenschaften zugeschrieben und es ist ein potentes 
Chemoattraktans für zirkulierende Monozyten 104, T-Zellen 105, hemmt die 
Mobilisierung residenter Makrophagen 104 und fördert die Proliferation von 
glatten Gefäßmuskelzellen 106. Stark oxidiertes LDL weist außerdem 
zytotoxische Eigenschaften auf 107. Es gilt daher als pathogenetischer Faktor 
in der Atheroskleroseentstehung und beeinflusst durch Förderung von 
Vasokonstriktion, Thrombozytenaggregation und Zytokinfreisetzung, das 
Fortschreiten atherosklerotischer Läsionen (Abbildung 4). Deshalb versuchte 
man durch die Inhibition der Oxidation von LDL z. B. durch fettlösliche 
Antioxidantien eine Verlangsamung der Atherogenese zu erreichen 103. 
Vitamin E wurde aufgrund seiner antioxidativen Wirkung auf oxLDL ein 
kardioprotektiver Effekt zugeschrieben. Als weiteren Mechanismus hemmt 
Vitamin E auch die Proteinkinase C, die für diverse 
Signaltransduktionskaskaden eine wichtige Rolle spielt. Die Proliferation 
glatter Gefäßmuskelzellen, die Monozytenadhäsion, die Zytokinfreisetzung 
aus Endothelzellen und die Thrombozytenaggregation werden von Vitamin E 
vorzugsweise über die Proteinkinase C gehemmt ( 1.2.2).  
Vielversprechende Resultate zur Entstehung und Entwicklung der 
Atherosklerose zeigten diverse Tiermodelle, bei denen hochdosiertes α-
Tocopherol verabreicht wurde. 1978 konnten beispielsweise Wilson et al. an 
Kaninchen zeigen, dass proatherogenes Futter supplementiert mit 1% 
Vitamin E die Entstehung der Atherosklerose durch Senkung des 
Cholsterinspiegels verhindern kann 108. α-Tocopherol (2500 IU/kg Futter) 
konnte in einer weiteren Studie an weißen Neuseeland-Kaninchen 
Atherosklerose verhindern, bevorzugt zusammen mit mehrfachgesättigten 
Fettsäuren 109. Es wurden aber auch antioxidative Effekte und die Reduktion 
der Atherogenese einer α-Tocopherol-Substitution an apo e defizienten 
Mäusen in Bezug auf die Atherosklerorse-Entstehung getestet 110, die zur 
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spontanen Bildung von atherosklerotischen Läsionen bei artgerechter 
Fütterung neigen und deshalb ein beliebtes Atherosklerosemodell darstellen 
111. Es zeigte sich jedoch, dass α-Tocopherol in verschiedenen Tiermodellen 
nicht einheitlich von Vorteil war und somit erstmals ambivalente Effekte in 
Bezug auf die Entwicklung von atherosklerotischen Läsionen festgestellt 
wurden 112. 
In den letzten Jahren wurden einige große placebo-kontrollierte prospektive 
Studien durchgeführt, deren Ergebnisse aber keinen klaren Benefit durch 
Vitamin E zeigten. Die α-Tocopherol β-Carotin (ATBC) Studie, in der 50 mg 
a-Tocopherol und 20 mg b-Carotin täglich über fünf bis acht Jahre 
verabreicht wurden, konnten Lungenkarzinome nicht verhindern 113. Die 
Supplementierung von täglich 400 IU bzw. 800 IU a-Tocopherol in der 
„Cambrigde Heart Antioxidant Study“ (CHAOS) 114 bzw. 300 mg a-
Tocopherol in der Gruppo Italiano per loStudio della Supervienza 
nell’Infarcto miocardio (GISSI) Studie 115 zeigten einen nicht signifikanten 
Anstieg der Mortalität bezogen auf kardiovaskuläre Ereignisse. Auch in der 
kürzlich veröffentlichten Women’s Health Study 116 wird eine Vitamin E-
Substitution (600 IU) aus natürlichem Vorkommen für gesunde Menschen 
nicht empfohlen, da sich kein Benefit für kardiovaskuläre Erkrankungen, 
Krebs oder die Gesamtmortalität nachweisen ließ. Einzig in der MIVIT-
Studie (multicenter pilot myocardial infarction and vitamins trial) scheint die 
antioxidante Substitution mit Vitamin C+E einen positiven Effekt für 
Patienten mit akutem Myokardinfarkt zu haben 117, 118. Die kardioprotektive 
Wirkung des Vitamin E bleibt weiterhin heftig umstritten 20, 103, 119.  
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2 Fragestellungen 
Die Regulation von Schlüsselrezeptoren der Cholesterin-Homöostase erfolgt 
z. B. in Makrophagen, die in der Atherogenese eine wichtige Rolle spielen, 
über nukleäre Transkriptionsfaktoren wie PPARγ und LXRα. Diese werden 
durch oxidierte Fettsäuren bzw. durch oxidierte Sterole aktiviert. Wenn α-
Tocopherol mit der Bildung dieser LXRα und PPARγ aktivierenden Oxylipiden 
interferiert, könnte eine Störung der Lipidhomöostase den mangelnden 
klinischen Nutzen von α-Tocopherol erklären. Ziel der Arbeit war es deshalb, 
die Wirkung von α-Tocopherol auf Oxylipid-regulierte Mechanismen der 
Cholesterin-Homöostase in Makrophagen näher zu untersuchen.  
Als Makrophagen-Modelle wurden die humane, monozytäre Zelllinie THP-1, 
die mittels PMA zu reifen Makrophagen ausdifferenziert werden kann, und 
aus humanem Blut präparierte primäre Makrophagen verwendet. Eine 
mögliche Modulation der oxylipid-abhängigen Signalwege und der darüber 
regulierten Rezeptoren durch α-Tocopherol sollte auf transkriptioneller, 
translationaler und funktioneller Ebene analysiert werden. 
 
Insbesondere wurden folgende Fragestellungen bearbeitet: 
Welche Wirkung hat α-Tocopherol  
1. auf Mechanismen, die die zelluläre Lipidaufnahme beeinflussen, wie 
a. die Expression und Aktivierung des Transkriptionsfakors PPARγ, 
b. die Expression des Scavenger Rezeptors CD36 und des LDL-R, 
2. auf Mechanismen, die die zelluläre Sterolabgabe steuern, wie 
a. die Expression und Aktivierung des Transkriptionsfaktors LXRα, 
b. die Expression der Effluxtransporter ABCA1 und ABCG1 
3. auf die zelluläre Cholesterin Akkumulation aus oxLDL und die Abgabe 
an dHDL. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien 
15-ddPGJ2 Biomol, Hamburg 
Acrylamid Sigma, Deisendorf 
Agarose Roth, Karlsruhe 
Albumin Bovine Sigma, Deisendorf 
Ammoniumpersulfat (APS) Biorad, München 
Antikörper gegen:  
- ABCA1 Novus Biologicals - USA 
- CD36 (FA6) Serotec – USA 
- β-Actin Sigma, Deisendorf 
- Isotyp (MOPC21) Sigma, Deisendorf 
- Anti-mouse FITC Dako – Dänemark 
- Anti-mouse HRP Amersham Biosciences, Upsala 
- Anti-rabbit HRP Cell Signaling, Frankfurt 
Biocoll Separating Solution (Ficoll) Biochrom AG, Berlin 
Biorad External Well Factor Solution Biorad, München 
Blasticidine S Hydrochlorid Invitrogen, Eugene 
Calciumchlorid Sigma, Deisendorf 
CD 14 Microbeads Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
Chloroform p.A. Merck, Darmstadt 
Cholesterin Liquicolor Rolf Greiner Biochemica, Flacht 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma, Deisendorf 
Dioxan Merck, Darmstadt 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Deisendorf 
DNA-Standards Boehringer Mannheim 
Endofree Kit Qiagen, Hilden 
Ergosterol Sigma, Deisendorf 
Ethanol p.A. Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Sigma, Deisendorf 
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Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma, Deisendorf 
FACS Flow Becton Dickinson, Heidelberg 
Foetal Calf Serum (FCS) Sigma, Deisendorf 
Glycerol Sigma, Deisendorf 
Glycin Roth, Karlsruhe 
Hank`s Balanced Salt Solution (10x) Sigma, Deisendorf 
Hepes Buffer 1 M Sigma, Deisendorf 
Hyperfilm ECL GE Healthcare (Amersham), Upsala 
22-(R)-Hydroxycholesterol (22-OHC) Sigma, Deisendorf 
22-(S)-Hydroxycholesterol  Sigma, Deisendorf 
Indomethacin Sigma, Deisendorf 
Kaliumbromid Sigma, Deisendorf 
Kaliumchlorid Sigma, Deisendorf 
Kupfersulfat Sigma, Deisendorf 
LB-Medium (Luria Broth) Sigma, Deisendorf 
Luciferase Assay-System Promega, Mannheim 
MA Lipofection Enhancer IBA, Göttingen 
Magnesiumchlorid Sigma, Deisendorf 
Methanol p.A. Merck, Darmstadt 
Metafectene Biontex, München 
β-Mercaptoethanol Sigma, Deisendorf 
Natriumacetat Sigma, Deisendorf 
Natriumazid Sigma, Deisendorf 
Natriumcarbonat Sigma, Deisendorf 
Natriumchlorid Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Biorad, München 
Natrium-EDTA Sigma, Deisendorf 
Nitrocellulosemembran Amersham Biosciences, Upsala 
NucleoBond Kit Macherey-Nagel, Düren 
Oil Red O Pulver Sigma, Deisendorf 
Oligonukleotid-Synthese Metabion, Martinsried 
Paraformaldehyd (PFA) Sigma, Deisendorf 
PBS +/- Mg2+/Ca2+ PAN Biotech, Aidenbach 
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Penicillin Sigma, Deisendorf 
Phorbolmyristratacetat (PMA) Sigma, Deisendorf 
2-Propanol p.A. Merck, Darmstadt 
Protease-Inhibitoren Roche, Penzberg 
Protein Standards Biorad, München 
Ready-To-Go PCR Beads Amersham Biosciences, Upsala 
Restriktionsenzyme  
- Ava AI New England Biolabs, Frankfurt 
- Cla I New England Biolabs, Frankfurt 
- Bam HI New England Biolabs, Frankfurt 
9-cis Retinoic Acid (9cRA) Sigma, Deisendorf 
Rosiglitazon Sigma, Deisendorf 
Rotiszint eco plus Roth, Karlsruhe 
RPMI 1640 Medium PAA Lab., Pasching - Austria 
SOCS Medium Invitrogen, Karlsruhe 
Streptomycin Sigma, Deisendorf 
SybrGreen I (10 000-fach) Invitrogen, Eugene 
1α,2α-[3H]-Cholesterol Sigma, Deisendorf 
TEMED Biorad, München 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Sigma, Deisendorf 
Triton-X-100 Sigma, Deisendorf 
Trypsin Sigma, Deisendorf 
Tween 20 Sigma, Deisendorf 
YIC-C8-434 Sigma, Deisendorf 
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3.2 Lösungen und Puffer 
DEPC Wasser 
2 ml DEPC auf einen Liter bidestilliertes Wasser (H2Odd), 2 h inkubieren und  
autoklavieren, damit das DEPC zerstört wird 
HHMC-Lösung 
0,25 g BSA; 5 ml Hank`s Lösung (10x); 500 µl HEPES; je 50 µl MgCl2 und 
CaCl2 add 50 ml H2Odd 
TBE-Puffer 
0,5 M Tris; 0,415 M Borsäure; 10 mM EDTA; H2Odd   
pH 8.0 
WCEB-Puffer 
25 mM HEPES; 0,3 M NaCl; 1,5 mM MgCl2; 0,2 mM EDTA; 0,5 % Triton-X-
100;    10 % Glycerin; H2Odd 
Polyacrylamidgel nach Standard-Protokoll 
Lower Tris Puffer 
90,9 g THAM (Tris base); 10 ml 20 % SDS add 10 ml H2Odd  
pH 8,8 
Upper Tris Puffer 
6,06 g THAM (Tris base); 2 ml 20 % SDS add 100 ml H2Odd  
pH 6,8 
Laufpuffer 
10-fach: 60 g THAM (Tris base); 288 g Glycin; 100 ml 20 % SDS add 2 L 
H2Odd 
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Transferpuffer 
3,03 g Tris;  14,4 g Glycin add 800 ml H2Odd; 200 ml Methanol (kühl 
stellen) 
TBS-(T) 
10 ml 1 M Tris (pH 10,88); 33 ml 5 M NaCl add 1 000 mL H2Odd 
(T) steht für 0,1 % Tween 
Blockieren unspezifischer Reaktionen 
5 % Milchpulver, 100 ml TBS 
Auftragspuffer 
55 mM Tris/HCl (pH 6,8); 4 % SDS; 40 % Glycerin; 4,3 % β-
Mercaptoethanol;    0,1 % Bromphenolblau 
Dichtegradientenlösungen: 
 D1 (1,080 g/ml):  30 g NaCl; 0,25 g Na-EDTA add 250 ml H2Odd 
    pH 7,4 
 D2 (1,050 g/ml): 18,5 g NaCl; 0,25 g Na-EDTA add 250 ml H2Odd 
    pH 7,4 
 D3 (1,000 g/ml): 0,25 g Na-EDTA add 250 ml H2Odd 
    pH 7,4 
PBS 
0,524 g Natriumdihydrogenphosphat; 2,883 g Dinatriumhydrogenphosphat;  
17,532 g NaCl add 2 L H2Odd 
pH 7,4 
Resolubisierungslösung 
0,01 M Tris; 0,1 M NaCl; 0,001 M Na-Azid; 2 M Guanidin HCl  
pH 7,4 
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Oil Red O Färbelösung 
Auf 100 ml Isopropanol werden 500 mg Oil Red O Pulver gemischt (0,5 %). 
Lichtgeschützt ist die Lösung bis zu 10 Monaten haltbar.  
 
3.3 Verwendete Oligonukleotide 
Tabelle 3: Primersequenzen 
PRIMER SEQUENZ REFERENZEN 
GAPDH 
 
Forward: 5`-TTG GTA TCG TGG AAG GAC TCA-3` 
Reverse: 5`-TGT CAT CAT ATT TGG CAG GTT T-3` 
Kielar et al. 2001 
120 
CD36 
 
Forward: 5`-GAG AAC TGT TAT GGG GCT AT-3` 
Reverse: 5`-TTC AAC TGG AGA GGC AAA GG-3` 
Pietsch et al. 
1996 121 
ABCA1 
 
Forward: 5`-TGA CAA GTC TGT GCA ATG GAT CAA-3` 
Reverse: 5`-GAT ACG AGA CAC AGC CTG GTA GAT-3` 
Kielar et al. 2001 
120 
ABCG1 
Forward: 5`-CAG TCG CTC CTT AGC ACC A-3` 
Reverse: 5`-TCC ATG CTC GGA CTC TCT G-3` 
Rubic et al. 2006 
122 
LXRα 
 
Forward: 5`-AGA GGA GGA ACA GGC TCA TGC-3` 
Reverse: 5`-AAA GGA GCG CCG GTT ACA CT-3` 
Fu et al. 2001 123 
LDL-R 
 
Forward: 5`-CAA TGT CTC ACC AAG CTC TG-3` 
Reverse: 5`-TCT GTC TCG AGG GGT AGC TG-3` 
Scheithe et al. 
1997 124 
PPARγ 
Forward: 5`-AAG TTC AAT GCA CTG GAA TTA GAT GA-3` 
Reverse: 5`-TGT AGC AGG TTG TCT TGA ATG TCT TC-3` 
Avis et al. 2005 
125 
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3.4 Verwendete Geräte 
Autoklav Systec GmbH, Wetternberg 
Centriflo Cones (CF 25, Amicon) Biorad, München 
Coulter Counter Beckman 
Durchflußzytometer (FACScan) Becton Dickinson, Heidelberg 
Einmalküvetten Plastibrand® Brand GmbH, Werkheim 
FACS-Röhrchen Becton Dickinson, Heidelberg 
Finnigan MAT 700 Finnigan MAT, Bremen 
Gelelektrophoresen  
     Gelkammer Sub Cell Biorad, München 
     Stromversorgung Amersham Biotech, Upsala 
Gene Quant II RNA/DNA Calculator Amersham Biotech, Cambrigde 
Injektionssystem CIS3 Gerstel, Mühlheim 
6-, 12-, 24-, 48- und 96-
Lochrundplatten 
Sarstedt, Nürnberg 
Magnetplatte IBA, Göttingen 
MITRAS LB 940 Berthold Techn.,  
PCR-Tubes 0,2 mL (Ultra Thin Wall 
Tubes) 
Bioplastics, Landgraf 
PCR-Tubes 0,5 mL Biozym Diagnostics, Oldendorf 
PD-10 Säulchen Amersham Biotech, Upsala 
Petrischalen Sarstedt, Nümbrecht 
pH-Meter 765 Calimatic SE 103 Knick, Berlin 
Photometer Uvikon 922 Kontron Instruments, Neufahrn 
Pipetten Gilson Abimed, Langenfeld 
Pipettenspitzen 10 µl Diamond D 10 Gilson, Langenfeld 
Pipettenspitzen 20 – 1000 µl  Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße (1,5 ml und 2 ml) Eppendorf, Hamburg 
Reaktionsgefäße (15 ml und 50 ml) Falcon, Heidelberg 
Realtime PCR iCycler iQ Biorad, München 
Reinstwasser (H2Odd) Anlage Milli Pore, Eschborn 
Spritzen Becton Dickinson, Heidelberg 
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Sterilbank GELAIRE BSB 4 A Flow Laboratories, Michigan 
Sterilfilter 0,2 µM  Sartorius, Nürnberg 
Stickstoffbehälter L`air liquide, Champigny 
T75 und T25 Zellkulturflaschen Sarstedt, Nümbrecht 
TECAN Reader GENios 
Thermal-Cycler Perkin Elmer 480 PE Applied Biosystems, 
Weiterstadt 
GC – Varian 3400 Varian, Palo Alto, USA 
Vortexer Heidolph Reax 2000 Heidolph 
Waagen Sartorius, Göttingen 
Wasserbad Köttermann Labortechnik, 
München 
Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht 
Zentrifugen:  
     Beckmann LZ Ultrazentrifuge Beckmann Instruments, 
München 
     Hereaus Multifuge 3-C R Kendro, Osterode 
     Jonan MR 1822 Jonan GmbH, Unterhaching 
     Mikro 200 Hettich Zentrifugen, 
     Neo Lab 16/18 Hermle Labortechnik, Wehingen 
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3.5 Zellbiologische Methoden 
3.5.1 Kultivierung von THP-1 Zellen 
Kulturmedium T: RPMI 1640-Medium; 1 % Pen/Strep; 10 % FCS 
Die leukämische Zelllinie THP-1 wächst in Suspension. Die Kultivierung 
erfolgte in T75 Zellkulturflaschen bei einer Aussaatdichte von 0,2 x 106 
Zellen/ml (37 °C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit). Mediumwechsel 
beziehunsweise Passage der Zellen erfolgte alle 72 h. Um Monozyten zu 
Makrophagen zu differenzieren, wurde für 72 h 160 nM PMA zugegeben, 
danach das Medium gewechselt. Im Anschluß konnten die Zellen für 
Versuche verwendet werden. 
3.5.2 Kultivierung von HepG2-und HepG2 LXRE-luc Zellen 
Kulturmedium H:  DMEM-Medium; 1 % Pen/Strep; 1 % Gln; 1 % MEM; 
   10 % FCS 
Die Kultivierung von adhärenten Zellen wie HepG2 erfolgte in T75 
Zellkulturflaschen (37 °C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit). Zum Umsetzen 
oder für Versuche wurden die Zellen mit PBS-/- gewaschen und mit 
vorgewärmten Trypsin-EDTA inkubiert, durch leichtes Klopfen abgelöst und 
für die Weiterkultivierung mit frischem Medium auf 0,2 x 106 Zellen/ml 
eingestellt. 
Für stabil transfizierte HepG2 LXRE-luc Zellen wurde das Kulturmedium H 
zusätzlich mit 5 µg/ml Blasticidine S als Selektionsmarker versetzt. 
3.5.3 Präparation von PBMCs 
Kulturmedium P: RPMI 1640-Medium; 1 % Pen/Strep; 10 % Humanserum 
Aus 200 ml Vollblut wurden mittels Ficoll-Dichtegradient periphere 
mononukleäre Blutzellen (PBMCs) isoliert. Bei der Blutabnahme wurden 50 
ml Spritzen mit 2 ml 4%-igem EDTA (in 0,9 % NaCl) befüllt, um die 
Gerinnung zu vermeiden. Wenn simultan Bedarf für eine 
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Lipoproteinpräparation bestand, wurde das Vollblut zentrifugiert (2500 g; 
30 min; 4 °C) und anschließend das Plasma abgenommen. Der 
Flüssigkeitsverlust wurde mit vorgekühltem nicht supplementiertem RPMI 
1640-Medium ausgeglichen. In 50 ml Röhrchen wurde anschließend Vollblut 
über die bereits vorgelegte Ficoll-Lösung geschichtet im Verhältnis 2 : 1. Im 
Anschluß erfolgte ein Zentrifugationsschritt ohne Bremse (600 g; 20 min; 4 
°C). Die mittlere Schicht mit den PBMCs wurde gesammelt, gewaschen und 
einer positiven Selektion mittels humanen CD 14 MicroBeads von Miltenyi 
Biotech unterzogen. Nach Komplexbildung der Zellen mit den magnetischen 
CD 14 Partikeln wurde die Suspension auf magnetische Säulchen überführt, 
selektiv angereichert, danach ohne Magnetwirkung wieder aus den Säulchen 
gewaschen und gezählt. Die auf CD 14 selektionierten Monozyten wurden in 
6-Lochrund Platten (1 x 106 Zellen) ausgesät und angeregt sich zu 
Makrophagen zu differenzieren, indem sie eine Stunde mit 
humanserumfreien Kulturmedium P inkubiert wurden. Mittels 
Durchflußzytometrie wurde die Effizienz der Präparation überprüft. 
3.5.4 Lagerung eukaryotischer Zellen 
Einfriermedium: 70 % Kulturmedium; 20 % FCS; 10 % DMSO 
Zum Einfrieren wurden 4 x 106 Zellen gesammelt und mit 1,5 ml 
Einfriermedium versetzt. Wichtig ist das langsame Abkühlen im Anschluß 
auf -80 °C! Danach sollten die Zellen sofort in flüssigem Stickstoff gelagert 
werden. 
Zur Rekultivierung wurden die Zellen kurz im Wasserbad angetaut und 
zügig in vorbereitetes Vollmedium überführt, da DMSO toxisch für die Zellen 
ist. Nach ungefähr 24 h sollte man die Zellen nochmals waschen und neues 
Kulturmedium zugeben, um die apoptotischen und nekrotischen 
Bestandteile zu entfernen. 
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3.5.5 Aufnahme- und Efflux Assay  
Für die „kalten“ Lipid-Versuche wurde der in Tabelle 2 vorliegende 
Versuchsaufbau verwendet. Mithilfe dieses Versuchsaufbaus wurde die 
Wirkung von α- bzw. γ-Tocopherol auf funktioneller Ebene analysiert. Die 
Zellen wurden immer präinkubiert mit α-Tocopherol für 24 h und im 
Anschluß mit oxLDL  für 24 bzw. 48 h stimuliert um eine Aufnahme der 
Lipide zu erreichen oder für 24 h mit dHDL um den zellulären Efflux zu 
fördern. 
Tabelle 4: Schematischer Versuchsaufbau für die Aufnahme und den Efflux von 
Lipiden bei PMA-differenzierten THP-1 Zellen 
 Zeitskala PMA-diff THP-1 
Aussaat  6 x 106 Zellen 
Präinkubtion α- / γ- 
Tocopherol 
24 h 20 / 40 µg/ml 
Aufnahme durch oxLDL +    
α- / γ-Tocopherol 24 - 48 h 
100 µg/ml 
20 / 40 µg/ml 
Efflux durch dHDL +        
α- / γ-Tocopherol 24 h 
20 µg/ml 
20 / 40 µg/ml 
 
Lipidextraktion  
 
Cholesterin-Oxidase-Assay oder GC-MS Aufbereitung 
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3.5.6 Transfektion von PMA-differenzierten THP-1 und HepG2 
Es gibt die verschiedensten Methoden um genetisches Material z. B. zur 
Überexpression von Genen in eukaryotische Zellen zu bringen z. B. 
Elektroporation, Mikroinjektion, über den Transfer mithilfe von 
Lipidkomplexen oder über virale Systeme. Hier wurde zur Magnetofektion 
gegriffen. Es handelt sich um Komplexbildung der endotoxinfreien Plasmid-
DNA mit lipophilen und magnetischen Komponenten, welcher über einen 
magnetischen Sog in die Zelle gelangt. Diese Methode funktioniert jedoch 
nur mit adhärenten Zellen. Verwendet wurde Metafectene der Firma Biontex 
und ein Lipofections Enhancer (IBA). Im Vorfeld wurden die 
Transfektionseffizienzen mit einem GFP-Vektor der Firma AMAXA mittels 
Durchflußzytometrie ausgetestet. 
Die PMA-differenzierten THP-1 Makrophagen besitzen den Nachteil, dass sie 
nicht mehr proliferieren und müssen deshalb in größerer Menge ausgesät 
werden (12-Lochrund: 0,6 x 106 Zellen). Die Hep G2 Zellen wurden auf 60 
% Konfluenz im 48-Lochrund-Format ausgesät und in der exponentiellen 
Wachstumsphase transfiziert. Nicht alle Zellen lassen sich stabil 
transfizieren, weil sie z. B. schwer kultivierbar sind. In der vorliegenden 
Arbeit wurde nach leicht abgewandeltem Protokoll der Firma Biontex 
gearbeitet. 
Unter transienter Transfektion versteht man die Transfektion mit fremder 
DNA, die die Zellen jedoch meist nach kurzer Zeit wieder ausschleusen oder 
degradieren.  
Tabelle 5: Protokoll zur Magnetofektion 
Zellline 
pCMV-LXRE-luc 
pGL3-PPRE(Aco)luc 
Metafectene Enhancer 
THP-1 1,5 µg 1 : 6 
1 µl/µg Plasmid-
DNA 
Hep G2 0,5 µg 1 : 6 
1 µl/µg Plasmid-
DNA 
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Transfektion mit einer Magnetplatte: 
a) Komplexbildung der Plasmid-DNA mit dem Metafectene, indem beide 
Substanzen für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert werden. 
b) Im Anschluß wird der Enhancer zugegeben, der die magnetischen 
Partikel enthält und nochmals für 15 min Raumtemperatur inkubiert. 
c) Die Suspension wird auf die vorbereiteten Zellen gegeben und für 15 
min bei Raumtemperatur auf der Magnetplatte inkubiert und damit 
internalisiert. Dann muß sofort der Mediumwechsel erfolgen, da diese 
Substanzen eine hohe Toxizität aufweisen. 
3.5.7 Selektion von stabil-transfizierten Zellen 
Zur Selektion der transfizierten Hep G2 Zellen wurde als Antibiotikum 
Blasticidine S in einer Konzentration von 5 µg/ml verwendet. Die Zellen 
wurden mit einem Selektionsplasmid pCMV/Bsd von Invitrogen und dem 
Reporterplasmid pCMV-LXRE-luc bzw. pGL3-PPRE(Aco)luc ko-transfiziert, 
kultiviert, jeden zweiten Tag mit neuem Medium versetzt und umgesetzt 
bevor sie konfluentes Wachstum erreichten. Die Selektion war nach 7 bis 10 
Tagen beendet. Danach wurde aus einer einzelnen Zelle eine 
Einzelzellkolonie hochgezogen. 
3.5.8 Durchflußzytometrie / FACS 
Die Durchflusszytometrie (FACS steht für fluorescence activated cell sorting) 
ermöglicht das Zählen und die Analyse von physikalischen und molekularen 
Eigenschaften von Partikeln z. B. Zellen in einem Flüssigkeitsstrom. Eine 
Hauptanwendung besteht darin, mithilfe von Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Proben (Antikörper, Rezeptoren, Streptavidin, usw.) bestimmte 
Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen auf Einzelzellebene zu 
dokumentieren. 
Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse ist ein Verfahren zur quantitativen 
Bestimmung von Oberflächenmolekülen und intrazellulären Proteinen. 
Grundlage ist die spezifische Antigen-Antikörper-Reaktion, die mit 
Fluoreszenzfarbstoff-markierten sekundären Antikörpern detektiert wird. 
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Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch 
hydrodynamische Fokussierung wie an einer Perlenkette an einem 
gebündelten Laserstrahl geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet. Bei exakter 
Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den 
monochromatischen Laserstrahl werden diese auf ein höheres 
Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen unter 
Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf ihr Ursprungsniveau 
zurück. Die emittierte Photonenanzahl, die durch einen Photodetektor 
registriert wird, verhält sich proportional zur Menge an gebundenen 
Antikörpern/ Zelle. Zusätzlich werden durch die Lichtbeugung und –
streuung Informationen über die Zellgröße und die Binnenstruktur 
(Granularität des Zytoplasmas, Größe des Zellkerns usw.) der Zellen 
gewonnen.  
Eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen 
ist möglich, weil sich die eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer 
gemeinsamen Wellenlänge anregen lassen aber über unterschiedliche, für 
den jeweiligen Farbstoff charakteristische Emmissionsspektren verfügen. Bei 
FITC ist das Absorptionsmaximum bei 495 nm und das Emissionsmaximum 
bei 519 nm. Man kann aber auch Farbstoffe detektieren, die von den Zellen 
selbst produziert werden, wie z. B. GFP, was in der vorliegenden Arbeit als 
Kontrolle zur Transfektionseffizienz verwendet wurde. 
a) Oberflächenproteine – CD36 Färbung 
Der Oberflächenrezeptor CD36 ist quantitativ der wichtigste 
Scavenger Rezeptor zur Aufnahme von modifiziertem LDL. Die 
Messung wurde mit PMA-differenzierten THP-1 durchgeführt, die 
dieselbe experimentelle Inkubationszeit (3.6.5) durchlaufen hatten. 
Die Zellen wurden gesammelt, gewaschen und in HHMC-Lösung 
resuspendiert und in eine 96-Lochrundplatte überführt. Unspezifische 
Bindungsstellen wurden durch Präinkubation für 30 min mit 5 % 
Humanserum abgesättigt. Darauf erfolgte die Inkubation mit einer 
Isotyp-Kontrolle (1:100) bzw. mit Anit-CD36 (FA6, 1:40) für 45 min 
auf Eis. Als nächstes erfolgte die Bindung mit dem sekundären FITC-
gekoppelten Antikörper (1:100) für 45 min auf Eis. Nach jedem 
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Inkubationsschritt wurden die Zellen zweimal gewaschen und 
zentrifugiert (200 g; 5 min; 10 °C). 
Mittels PFA (3,7 %) wurden die Zellen fixiert und danach in FACS-
Röhrchen überführt. Nach der Messung im Durchflusszytometer 
erfolgte die Auswertung mittels CELLQuestTM der Firma Becton 
Dickinson. 
3.6 Molekularbiologische Methoden 
3.6.1 Agarosegelelektrophorese 
Diese Methode dient der Trennung von DNA-Fragmenten. Je nach Größe der 
Fragmente wurden Agarosekonzentrationen von 1 bis 2 Prozent verwendet. 
Die Agarose wurde durch Erhitzen in TBE-Puffer gelöst und nach Abkühlen 
auf ca. 55 °C mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid versetzt. Nach Gießen und 
Erhärten des Gels wurde die Kammer mit TBE-Puffer versetzt. Die Proben, 
versetzt mit einem Fünftel ihres Volumens an DNA-Probenpuffer, wurden in 
die Gelvertiefungen aufgetragen. Zur Größenbestimmung wurde parallel ein 
DNA-Molekulargewichtsmarker (100 bp oder 1 kb) verwendet. Die 
gelelektrophoretische Auftrennung  erfolgte bei einer Spannung von 100 V 
über ungefähr 45 min. 
3.6.2 Restriktionsverdau 
DNA-Spaltungen mittels Restriktionsendonukleasen zur Überprüfung der 
Richtigkeit von Konstrukten erfolgten in der Regel in 20 µl Ansätzen in vom 
Hersteller mitgelieferten, enzymspezifischen Puffern, denen stets BSA 
(Endkonzentration 100 µg/ml) zugesetzt wurde. Die eingesetzte 
Enzymmenge wird in Units angegeben, wobei 1 U Enzym 1 µg DNA pro 
Stunde schneidet. Pro µg DNA wurde 1 U Enzym je Schnittstelle verwendet, 
wobei das Temperaturoptimum dem Herstellerprotokoll entnommen wurde. 
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3.6.3 Transformation von E.coli (DH5α) durch Hitzeschock 
Der Begriff Transformation beschreibt die Aufnahme von freier DNA durch 
Bakterien. Kompetente E.coli Bakterien ( 3.7.3), gelagert auf -80 °C, wurden 
langsam auf Eis aufgetaut, anschließend die gereinigte Plasmid-DNA 
zugegeben und für 30 min weiter auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock 
(90 s, 42 °C) erfolgte erneut eine Inkubation für 5 min auf Eis. Der Ansatz 
wurde mit 500 µl vorgewärmten LB-Medium (2-fach konzentriert) versetzt 
und unter Schütteln inkubiert (1 h, 37 °C), bevor 100 µl des 
Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten ausgestrichen und über Nacht 
bei 37 °C inkubiert wurde. 
Zur Selektion transformierter Bakterien enthielten die Agarplatten das 
Antibiotikum, dessen Resistenzgen im Plasmid integriert war. In der 
vorliegenden Arbeit handelte es sich um Ampicillin (100 µg/ml). 
3.6.4 Klonierung 
Unter dem Begriff Klonierung versteht man eine Methode, bei der man ein 
Gen, in einen Vektor z. B. ein Plasmid integriert um möglichst große 
Mengen eines DNA-Fragments herzustellen. Eine Wirtszelle wird 
anschließend mit dem Konstrukt transformiert, welches dann untersucht 
werden kann. Der typische Wirt ist ein Stamm des Bakteriums Escherichia 
coli, in diesem Fall der Stamm DH5α.  
Waren auf der Agarplatte nach der Transformation E. coli Kolonien 
gewachsen, so wurden einzelne Kolonien gepickt und in 5 ml Ampicillin-
haltigem (100 µg/ml) LB-Medium als Übernachtkultur bei 37 °C angeimpft. 
Um später eine Plasmidpräparation durchzuführen, wurde die 
Übernachtkultur in einen Erlenmyerkolben (250 ml) überführt, befüllt mit 
einem Zehntel seines Nennvolumens, und bei 160 upm für 16 h geschüttelt. 
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3.6.5 Präparation von Plasmid-DNA 
Nach Transformation der E.coli mit einem Vektor wurde das eingebrachte 
Plasmid durch Übernachtkulturen der Bakterien vermehrt. Die Ernte erfolgte 
durch Zentrifugation der jeweiligen Kultur bei 4 °C. Der Überstand wurde 
verworfen und aus dem Bakteriensediment die Plasmid-DNA isoliert. 
Für die Aufreinigung kleiner DNA-Mengen zur Sequenzierung bzw. zum 
Restriktionsverdau wurden Midi-Präparationen mit dem Nucleo Bond Kit der 
Firma Macherey-Nagel durchgeführt. Transfektionen in eukaryotische Zellen 
erforderten größere DNA-Mengen mit hohem Reinheitsgrad, das heißt 
endotoxinfrei. Dafür verwendete man den Endofree Maxi-Präparationskit 
von Macherey-Nagel, wobei das Prinzip der alkalischen Lyse 126 eingesetzt 
wird. Die Vorgehensweise folgte dem Protokoll des Herstellers. Die DNA 
wurde mittels Anionenaustauschersäulchen mit anschließender 
Isopropanolfällung gereinigt. Nach einem Waschschritt mit 70 % Ethanol 
wurde das Pellet in einer entsprechenden Menge TE-Puffer gelöst. Die 
Konzentrations- und Reinheitsbestimmung erfolgte durch eine 
photometrische Analyse. 
Konzentration: 1 OD260= 50 µg dsDNA/ml Lösungsmittel 
Reinheit:  OD260 / OD280 = 1,8 bis 2,0  
Die Lagerung der Plasmid-DNA erfolgt bei -20 °C. 
3.6.6 Plasmidsequenzierung 
1 µg Plasmid-DNA pGL3-PPRE(Aco)luc, gelöst in destilliertem Wasser wurde 
in sterile 1,5 ml Reaktionsgefäße pipettiert und an die Firma Agova zur 
Sequenzierung geschickt. Die Analyse und Bestätigung der Sequenzen 
erfolgte mit der Software BLAST 127. 
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3.6.7 Präparation von Gesamt-RNA 
RNA besteht im Wesentlichen aus einem Gemisch von rRNA (ribosomaler 
RNA), tRNA (Transfer-RNA) und mRNA (messenger RNA), wobei die mRNA 
nur 2 % ausmacht. In der Regel liegt RNA im Gegensatz zur DNA 
einzelsträngig vor. Aufgrund einer fehlenden Hydroxyl-Gruppe am 
Pentosering degradiert RNA wesentlich leichter als DNA. Die dafür 
verantwortlichen Enzyme sind RNasen. 
Bei Arbeiten mit RNA ist auf peinliche Sauberkeit zu achten, um eine 
Degradierung durch RNasen zu vermeiden. Verwendet werden autoklavierte 
Materialien sowie DEPC-Wasser, das dazu dient RNase-frei zu arbeiten. Das 
DEPC zerfällt beim Autoklavieren in die beiden flüchtigen Produkte CO2 und 
Ethanol. Die Wirkung beruht darauf, dass das Molekül kovalent an primäre 
und sekundäre Amine bindet (Alkylierung), u.a. auch an für die katalytische 
Funktion vieler RNasen wichtigen Histidin-Seitenketten in den aktiven 
Zentren, welche dadurch irreversibel inhibiert werden. 
3 x 106 PMA-differenzierte THP-1 Zellen sowie 5 x 106 PBMCs wurden in 15 
ml Röhrchen gesammelt und zentrifugiert (200 g, 5 min, RT). Der 
Überstand wurde verworfen, das Sediment mit 1 ml PBS gewaschen und in 
ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Im Anschluß wurde das Protokoll für den 
NucleoSpin RNA II Kit von Macherey-Nagel genau befolgt. Um die 
Degradierung der RNA zu verhindern und genomische DNA zu eliminieren 
erfolgte zuerst die Lyse mit chaotropischen Salzen. Dadurch werden sofort 
RNasen inakiviert und gute Voraussetzungen für die Bindung an die 
Silikamembran geschaffen. Das Lysat wurde filtriert und homogenisiert und 
kontaminierende DNA durch DNase I entfernt. Es folgten weitere 
Waschschritte, in deren Anschluß die Gesamt-RNA in RNase-freiem Wasser 
eluiert wurde. Die Konzentration und der Reinheitsgrad wurden 
photometrisch bestimmt. 
Konzentration: 1 OD260= 50 µg sRNA/ml Lösungsmittel 
Reinheit:  OD260 / OD280 = 1,8 bis 2,0 
Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. 
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3.6.8 Quantitative Real-time RT-PCR 
3.6.8.1 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 
Die RT-PCR ist eine Kombination aus zwei Methoden, um die Genexpression 
von spezifischen Genen in Zellen, Geweben nachzuweisen. Die bei der PCR 
verwendeten spezifischen DNA-Polymerasen können die RNA nicht direkt 
amplifizieren. Daher muß die RNA zuerst in cDNA umgeschrieben werden 
und diese wird im Anschluß für eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
verwendet, um spezifische Sequenzen zu amplifizieren. Die Produkte der 
RT-PCR lassen sich anschließend klonieren oder elektorphoretisch im 
Agarosegel auftrennen. Dadurch können die Fragmente im UV-Licht 
überprüft werden. 
Reverse Transkriptasen, auch RNA-abhängige DNA-Polymerasen genannt, 
sind Enzyme, die die Umschreibung von mRNA Transkripten in cDNA 
katalysieren. Erstmals wurden sie von Temin 1970 in Retroviren 
beschrieben 128. Heute eingesetzte reverse Transkriptasen sind veränderte 
Enzymvarianten aus unterschiedlichen Retroviren wie der „Avian 
Myeloblastosis Virus“ (AMV RT) oder „Moloney Murine Leukemia Virus“ (M-
MLV RT). Das Temperaturoptimum der M-MLV RT liegt bei 37 bis 42 °C. 
Diese wurde auch in dieser Arbeit verwendet und mit den Ansätzen für 60 
min bei 37 °C inkubiert. Für die Reverse Transkription werden auch Primer 
benötigt, wofür hier Random-Hexamerprimer eingesetzt wurden. Die 
Synthese der cDNA wurde nach dem Herstellerprotokoll von Qiagen mit dem 
Omniscript Reverse Transcription-Kit durchgeführt. 129 
Kary Banks Mullis 130 entwickelte 1983 das PCR-Verfahren zur 
Vervielfältigung eines DNA-Strangs der zweite Schritt der RT-PCR. Zuerst 
erfolgt jedoch ein Initialisierungsschritt für 5 min  bei 95 °C um die 
doppelsträngige DNA aufzuschmelzen. Der PCR-Prozeß besteht aus 20 bis 
40 Zyklen eines Temperaturprotokolls und wird in einem Thermocycler 
durchgeführt: 
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A) DENATURIERUNG: Erhitzen für 30 s auf 95 °C, um die 
Doppelstränge der DNA zu trennen, dadurch werden die 
Wasserstoffbrückenbindungen aufgebrochen. 
B) Primerhybridisierung (ANNEALING): Die Temperatur wird 
soweit gesenkt, dass sich die Primer anlagern können 
typischerweise zwischen 55 bis 65 °C für 20 bis 60 s. 
C) ELONGATION: Schließlich synthetisiert die thermophile Taq-
Polymerase bei 72 °C für 20 bis 60 s den komplementären 
Strang. Der Primer bleibt gebunden und bildet den Anfang des 
Einzelstrangs.  
Die Produkte werden bei 4 bis 8 °C gelagert. 
3.6.8.2 Real time RT-PCR 
Die quantitative Real-Time RT-PCR 131 bildet eine Vervielfältigungsmethode 
für Nukeinsäuren, die auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
beruht, und zusätzlich die Möglichkeit zur Quantifizierung bietet. Dabei 
werden kontinuierliche Fluoreszenz-Messungen während der PCR-Zyklen 
durchgeführt. Die Amplifikatlänge für die Real time RT-PCR sollte nicht mehr 
als 500 bp betragen, um die Enzyme im log-linearen Bereich der Kinetik 
optimal zu nutzen. In der vorliegenden Arbeit wurde der iCycler der Firma 
Biorad, ausgestattet mit UV-Lampe und CCD-Kamera, verwendet. Die 
Fluoreszenz nimmt durch den interkalierenden Farbstoff oder spezifische 
Sonden proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine 
Quantifizierung möglich macht. Die einfachste Möglichkeit zur 
Quantifizierung ist die Nutzung von DNA-Farbstoffen, wie in dieser Arbeit 
SYBR Green I (Molecular Probes). Diese Fluoreszenzfarbstoffe interkalieren 
mit der DNA. Der Nachteil ist jedoch eine geringere Spezifität, da zwischen 
verschiedenen PCR-Produkten nicht unterschieden werden kann und auch 
keine Multiplex Messungen durchgeführt werden können. Hilfreich ist eine 
Schmelzkurvenanalyse, wobei die DNA aufgeschmolzen wird, indem man 
die Temperatur kontinuierlich erhöht (50 bis 95 °C). Dadurch entstehen 
wieder Einzelstrangmolküle und der Fluoreszenzfarbstoff wird wieder 
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freigesetzt. Da doppelsträngige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen 
höheren Schmelzpunkt besitzt als unspezifisch entstehende Primerdimere, 
kann anhand der Schmelzkurve annähernd Auskunft über die Menge und 
Reinheit des gebildeten Fragments gegeben werden. Weitere Möglichkeiten 
Amplifikationen zu quantifizieren sind z. B. FRET-Sonden u.a. LightCycler-
Sonden 132, Taqman-Sonden 133, Molecular Beacons 134 oder Lux-Primer. 
Wichtig ist auch die Amplifikationseffizienz der PCR zu überprüfen, indem 
man die RNA in 10-fachen Verdünnungsschritten amplifiziert. Die Effizienz E 
kann mithilfe der Steigung m einer gemessenen Standardkurve berechnet 
werden: 
E = 10 -1 / m -1 
Eine Steigung m von -3.32 würde somit eine Effizienz von 100 % bedeuten, 
das heißt eine vollständige Verdopplung der Amplifikate pro Zyklus. 
 
 
Abbildung 10: Amplifikation einer PPARγ-Verdünnungsreihe mittels quantitativer 
Realtime RT-PCR unter Verwendung von SYBR Green I. Gesamt-RNA 
von PMA-differenzierten THP-1 Zellen in Doppelwerten. Von links nach 
rechts: 1000 ng RNA (Hellblau), 100 ng RNA (Pink), 10 ng RNA 
(Dunkelblau) und die Negativkontrolle als Einfachwert. 
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Abbildung 11: Standardgerade einer PPARγ-Verdünnungsreihe mittels quantitativer 
Realtime RT-PCR unter Verwendung von SYBR Green I. Gesamt-RNA 
von PMA-differenzierten THP-1 Zellen in Doppelwerten von links nach 
rechts: 10 ng RNA, 100 ng RNA, 1000 ng RNA. 
 
 
 
Abbildung 12: Beispiel für eine Schmelzkurvenanalyse von spezifischen 
Amplifikaten von PMA-differenzierten THP-1 Zellen mittels quantitativer 
Realtime RT-PCR unter Verwendung von SYBR Green I. Einfachwerte für 
die Negativkontrolle und Doppelwerte für PPARγ-Amplifikate. 
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3.6.8.3 Quantifizierung und PCR-Parameter 
Als ziemlich aufwändiges Rechenmodell wird die absolute Quantifizierung 
angesehen, bei der die Interaktion der Transkription von Template und 
internem Standard überprüft werden muß, um Rückschlüsse auf die genaue 
Anzahl der in der Probe vorhandenen Templates ziehen zu können. Meist 
wird deshalb das Rechenmodell der relativen Quantifizierung bevorzugt, bei 
dem ein möglichst konstant exprimiertes Referenzgen wie hier GAPDH, als 
interne Kontrolle herangezogen wird. Es können aber auch andere Gene wie 
β-Aktin und Tubulin eingesetzt werden. Da die Gesamtanalyse auf diesem 
Signal basiert, sollte die interne Kontrolle leicht zu detektieren sein und 
dessen Expression während des Zellzyklus, zwischen Zelltypen oder als 
Antwort auf die experimentelle Behandlung nicht variieren 129.  
In der ersten Phase der Amplifikation einer PCR ist die Templatemenge 
begrenzt und das Signal weit unter der Detektionsgrenze, während in der 
dritten Phase die Menge der Produkte derart ansteigt, dass es zur 
Hemmung durch diese kommt. Ein detektierbarer exponentieller und 
deshalb quantifizierbarer Anstieg findet sich also nur in der Phase 
dazwischen. Um den Anfang der exponentiellen Phase erfassen zu können, 
wird häufig der Ct-Wert („Threshold Cycle“ = Schwellenwert-Zyklus) 
verwendet, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant über die 
Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Die Berechnung erfolgt nach der delta-
delta-Ct-Methode. Die unterschiedliche Expression wird als n-fache 
Expression mithilfe des fold-changes das heißt der Änderung der RNA-
Expression im Vergleich zur Kontrolle angegeben. Wichtig ist eine gleiche 
Effizienz der beiden beteiligten PCR-Reaktionen. Die Ct-Werte werden 
voneinander abgezogen (ΔCt), die beiden ΔCt der einzelnen Gruppen 
(stimuliert / unstimuliert) voneinander abgezogen (Δ(ΔCt)) und in die 
Gleichung n-Fache Expression 2-(Δ(ΔCt)) eingesetzt. 
fold-change = 2-(Δ(ΔCt)) 
ΔCt = Ct (Rezeptor) – Ct (interne Kontrolle) 
Δ(ΔCt) = ΔCt (Behandlung) - ΔCt (Kontrolle) 
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In der vorliegenden Arbeit wurden zur Umschreibung der Omniscript 
Reverse Transcription-Kit von Quiagen laut Herstellerprotokoll (siehe Tabelle 
4) und für die Durchführung der PCR wurden Ready-To-GoTM PCR Beads der 
Firma GE Healthcare verwendet ebenfalls laut Herstellerprotokoll (siehe 
Tabelle 5), die in lyophilisierter Form bereits die Taq DNA-Polymerase, 
dNTPs sowie etwas Magnesiumchlorid enthalten. Die Beads wurden in DEPC 
Wasser gelöst, sowie Primer, Magnesiumchlorid und SYBR Green I 
zugesetzt. Das Protokoll zur quantitativen realtime PCR ist in Tabelle 6 
dargestellt. 
 
Tabelle 6: Protokoll für Reverse Transkription 
Substanz Konzentration 
RT – Puffer 1 x 
dNTPs 0,5 mM pro NTP 
Random Hexamer Primer 20 µM 
Reverse Transkriptase 4 U 
Gesamt-RNA 200 – 1000 ng 
ENDVOLUMEN mit DEPC Wasser vervollständigen  
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Tabelle 7: Optimierte Zusammensetzung des PCR Reaktionsansatzes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 8:Protokoll zur quantitativen real time PCR 
Realtime PCR Zeit Temperatur 
Zyklen 35 – 40   
Denaturierung 30 s 95 °C 
Annealing 20 s 60 °C 
Elongation 20 s 72 °C 
 
Substanz Konzentration 
SybrGreen I 0,1 x 
Primer 
GAPDH 100 nM LDL-R 150 nM 
CD36 100 nM LXRα 100 nM 
ABCA1 150 nM PPARγ 100 nM 
ABCG1 100 nM   
 
MgCl2 
GAPDH 3,5 mM LDL-R 4,0 mM 
CD36 3,5 mM LXRα 1,5 mM 
ABCA1 4,0 mM PPARγ 4,0 mM 
ABCG1 3,5 mM   
 
PCR Beads 1 
cDNA 3 µL 
DEPC Wasser Endvolumen 25 µL 
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3.7 Mikrobiologische Methoden 
3.7.1 Anzucht von E.coli  
Die Anzuchten erfolgten aerob bei 37 °C. Erlenmyerkolben, befüllt mit 
einem Zehntel ihres Nennvolumens wurden bei ca. 160 upm geschüttelt. Bei 
kleineren Volumina (3-5 ml) wurden die Zellen in 15 ml Reaktionsgefäßen 
angezogen. 
3.7.2 Gefrierkulturen von E.coli 
Zur Herstellung einer Gefrierkultur wurden 1500 µl einer frischen 
Übernachtkultur, kultiviert in LB-Medium, mit 500 µl Glycerol versetzt und 
bei -80 °C eingefroren. Die Rekultivierung erfolgte durch Übertragung 
kleiner Mengen an Bakterien in 4 ml LB-Medium mittels steriler 
Pipettenspitze mit nachfolgender Kultivierung bei 37 °C.  
3.7.3 Herstellung kompetenter Bakterienzellen 
Mit dieser Methode macht man die Zellen kompetent für die Transformation 
mittels Hitzeschock. E.coli wurde aerob in LB-Medium bei 37 °C angezogen 
bis zu einer OD600 von 0,6. Nach Ernte der Zellen wurden sie mehrmals mit 
eiskaltem 10 %-igem Glyzerin gewaschen, wobei ständig das Volumen 
verringert wurde. Als letzten Schritt resuspendierte man die Zellen 
schließlich mit 50 µl 10 %-igem Glyzerin. Die entstandenen Aliquots wurden 
mithilfe von flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 
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3.8 Proteinbiochemische Methoden 
3.8.1 Gesamtproteinextraktion 
Um Kontamination mit ubiquitär vorhandenen Proteasen zu vermeiden, ist 
es unbedingt erforderlich sauber zu arbeiten u. a. Handschuhe und steriles 
Arbeitsmaterial zu verwenden. Die Gesamtproteinextraktion erfolgte nach 
DiDonato et. al. 135 modifiziert von Dr. Erl . 
3 x 106 PMA-differenzierte THP-1 Zellen, in Petrischalen, und 5 x 106 PBMCs 
wurden auf Eis mit einem Zellschaber abgekratzt und in 15 ml Röhrchen 
überführt. Das durch Zentrifugation (200 g, 5 min, 4 °C) gewonnene 
Zellpellet wurde in 1 ml eiskaltem PBS+/+ resuspendiert, in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt und erneut abzentrifugiert (2000 g, 1 min, 4 °C). 
Das Zellsediment wurde für die Zelllyse kräftig mit dem Lysepuffer (WCEB), 
der die entsprechende Menge Protease-Inhibitor-Mix von Roche enthielt, 
resuspendiert und anschließend für 30 min auf Eis inkubiert. Die Proteine 
wurden durch Zentrifugieren (7000 g, 10 min, 4 °C) von Membranresten 
getrennt und in 500 µl Reaktionsgefäße überführt. Die Proteinmenge wurde 
mit dem Dc Protein Assay der Firma Biorad nach dem Herstellerprotokoll 
bestimmt. Die Aufbewahrung erfolgte bei -80 °C. 
3.8.2 Proteinbestimmung nach LOWRY 136 
Diese Methode dient der quantitativen Bestimmung von Proteinen. Sie 
beruht auf zwei Reaktionen. In der Biuretreaktion wird ein blau-violetter 
Komplex zwischen Peptidbindungen und den Kupfer(II)-Ionen in alkalischer 
Lösung gebildet. In einem zweiten Schritt reduziert dieser Komplex das 
gelbe Folin-Ciocalteau Reagenz (Molybdän- und Wolfram-
Heteropolysäuren). Die resultierende Blaufärbung wird zur quantitativen 
Bestimmung der Proteinkonzentration benutzt. Eine Alternative wäre auch 
die Proteinbestimmung nach Bradford, die ähnlich empfindlich ist. 
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Die Proteinbestimmung wurde nach folgendem Protokoll durchgeführt: 
Lösung A: 2 % Na2CO3; 0,16 % Na-Tartart, 1 % SDS,     
  add 500 ml NaOH (0,1 N) 
Lösung B: 4 % CuSO4 (in H2Odd) 
Lösung C: 1 mL Lösung B + 100 mL Lösung A  (3 ml pro Probe) 
Lösung D: H2Odd + Folin-Ciocalteau Reagenz (1 : 1)  (300 µl pro 
Probe) 
 
1000 µl H2Odd diente als Nullabgleich. Die Proben wurden sowohl 10 µl auf 
990 µl H2Odd als auch 20 µl auf 980 µl H2Odd verdünnt. 3 ml Lösung C und 
300 µl Lösung D wurden mit den Proben resuspendiert und für 30 min bei 
RT inkubiert. Im Anschluß erfolgte die photometrische Bestimmung bei 560 
nm mit Quantifizierung durch eine BSA-Eichgerade. 
3.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Diese Methode dient der Trennung von Proteinen im elektrischen Feld. Als 
Trennmedium dient ein Gel auf Polyacrylamidbasis. Zusätzlich verwendet 
man als Detergenz SDS, das die Eigenladungen von Proteinen überdeckt. 
Pro 1 g Protein binden ungefähr 1,4 g SDS, so dass die Proteine eine 
konstante Ladungsverteilung aufweisen. 
Alle SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen wurden mit dem Vertikal-
Elektrophoresesystem für Minigele Mini-PROTEAN 3 modifiziert nach 
Laemmli et. al durchgeführt 137. Für die Auftrennung der Proteingemische 
wurden 7.5 % (10 %) Trenngele verwendet, die eine gute Auftrennung von 
Proteinen mit einem Molekulargewicht im Bereich von 30-120 kDa (10 - 60 
kDa) ermöglichen. Die Proteinextrakte wurden durch Zusatz von 
Probenpuffer im Verhältnis 1:5, sowie bei kleinen Proteinen einem 5-
minütigem Kochen bei 95 °C, vorbereitet. Bei großen Proteinen sollte das 
Kochen vermieden werden, da es zur Aggregation kommen kann. Zur 
Bestimmung der Proteingröße wurde zusätzlich zu den Proben ein 
Proteinmolekulargewichtsmarker aufgetragen. Die Trennung der 
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Proteingemische erfolgte bei einer konstanten Spannung von 200 V im 
Laufpuffer ( 3.2) für 45 bis 60 min. 
3.8.4 Immunoblot 
Wie unter  3.8.3 beschrieben wurden die Proteine aufgetrennt und mithilfe 
einer Mini-Naß-Blot-Kammer von Biorad für eine Stunde bei 100 V, 0,14 - 
0,20 mA und 4 °C auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. 
Anschließend konnte die Nitrocellulosemembran für eine Minute mit der 
Ponceau S-Färbelösung inkubiert und mehrfach mit Wasser gewaschen 
werden, um die Transfereffizienz zu überprüfen.  
Für die spezifische Immunfärbung wurde die Membran mit den fixierten 
Proteinen 1 h in Blockierlösung (5 % Milch + TBS-T), um unspezifische 
Bindungsstellen auf der Membran zu sättigen, 1 h bzw. über Nacht mit dem 
ersten Antikörper (Tab. 6) und 1 h mit dem HRP konjugiertem 
Sekundärantikörper (in TBS-T) inkubiert. Nach jeder Antikörperbehandlung 
wurde die Membran intensiv gewaschen (3 x 10 min) und schließlich für 
eine Minute mit Chemolumineszenzreagenz inkubiert, kurz mit Filterpapier 
angetrocknet und in eine Filmkassette gelegt. Auf Röntgenfilmen konnten 
nun die spezifisch gefärbten Proteine nachgewiesen werden. Falls auf der 
Membran erneut Proteine mit einer anderen Antikörperkombination 
nachgewiesen werden sollten, so wurden die vorhandenen Antikörper durch 
Inkubation mit Stripping-Puffer von der Membran gelöst (50 °C, 30 min) 
und nach mehrfachem Waschen durch TBS-T einer zweiten 
Immunodetektion unterzogen. 
Tabelle 9: Antikörper zur Immundetektion 
Antikörper Größe Verdünnung 
ABCA1 220 kDa 3 % Magermilch 
1 : 2000, 1 h bei RT 
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3.8.5 LXRE- / PPRE- Transaktivierungs-Luciferase-Assay 
Luciferasen werden oft als Indikatorenzyme in Transaktivierungs-Assays 
benutzt. Sie sind strukturell unterschiedliche Enzyme, in deren Anwesenheit 
Luciferine oxidiert werden und es zur Biolumineszenz kommt. Unterschieden 
werden unter anderem Firefly-Luciferasen aus dem Leuchtkäfer und Renilla-
Luciferasen, die nur Luciferol und Sauerstoff zur Reaktion benötigen. 
Luciferase 
ATP + Luciferin + O2  Æ Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Licht 
 
Wenn die übrigen Reagenzien im Überschuß vorliegen, ist die Lichtemission 
proportional zur ATP-Konzentration. In einem Messsystem kann also von 
der gemessenen Lichtintensität auf den ATP-Gehalt einer Probe geschlossen 
werden. Die Lichtemission wurde im Luminometer Mithras von Berthold 
erfaßt. Der LXRE- bzw. PPRE-Luciferasetest wurde mit dem Luciferase-
Assay-System von Promega durchgeführt. Dazu wurden die zu 
untersuchenden Zellen (PMA-differenzierte THP-1, HepG2 und HepG2 LXRE-
luc) in 12-Lochrund- bzw. in 48-Lochrund-Kulturplatten ausgesät, mit pGL3-
PPRE(Aco)luc transfiziert, mit den zu testenden Agonisten stimuliert, mit 
PBS gewaschen und gut getrocknet. Anschließend wurden die Zellen in 
passivem Lysepuffer (im Reagenzienansatz enthalten) für 15 min lysiert und 
die unlöslichen Bestandteile durch Zentrifugation bei >14000 g, 2 min 
entfernt. Zur Aussaatdichte und Volumen der Reagenzien siehe Tabelle … 
Die Messung der Luciferaseaktivität in den Lysaten (10 µl) erfolgte im 
Luminometer. Nach Injektion des Substratmixes (50 µl) wurde eine 
Verzögerung von 0,1 s festgelegt und danach die Luciferaseaktivität 20 s 
gemessen.  
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Tabelle 10: Protokoll für Luciferase-Assay 
Zelllinie 
Lochrund-
Kulturplatte 
Aussaatdichte Lysepuffer 
PMA-differenzierte 
THP-1 
12 Einsätze 0,5 x 106 Zellen 100 µl 
HepG2 48 Einsätze 0,1 x 106 Zellen 60 µl 
HepG2 LXRE-luc 48 Einsätze 0,3 x 106 Zellen 60 µl 
 
3.9 Analyse von Lipoproteinen und Vitamin E 
3.9.1 Isolierung und Nachweis von Lipoproteinen aus Plasma 
Humanes Vollblut von freiwilligen gesunden Probanden wurde zur 
Antikoagulation und zum Schutz vor Autooxidation mit 4 %-igem EDTA 
versetzt (2 ml pro 50 ml). Nach einem ersten Zentrifugationsschritt (1500 
g; 30 min; 4 °C) zur Trennung von Plasma und zellulären Bestandteilen 
wurde das Plasma abgenommen und durch sequentielle präparative 
Ultrazentrifugation (L7 ZU; Beckmann; SW 40 Rotor) bei 4 °C nach der 
Methode von Schulz et. al 1995 138 über einen vorsichtig aufgeschichteten 
Kalium-Bromid-Gradienten isoliert (Lösungen D1, D2 und D3). Diese 
Methode beruht auf unterschiedlichen Sedimentations- und 
Fluktuationseigenschaften der verschiedenen Plasmabestandteile. Die 
Ultrazentrifugationszeit betrug 36 000 upm, 20 h, 4 °C. Anschließend 
konnte die LDL- sowie die HDL-Schicht abpipettiert, über Kartuschen 
entsalzt ( 3.9.2) und die Proteinmenge nach LOWRY ( 3.8.2) bestimmt 
werden. 
3.9.2 Herstellen von nativem und oxidiertem LDL 
Um oxidiertes LDL herzustellen, muss das native LDL zuvor entsalzt werden, 
da die vorhandenen Salze toxisch für die Zellen sind und EDTA die Oxidation 
stören würde. 2 mL natives LDL wurde auf Econo-Pac 10 DG Säulchen 
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aufgebracht, die zuvor mit PBS äquilibriert und anschließend nachgespült 
wurden. LDL wird aufgefangen und mit PBS auf eine Konzentration von 0,2 
mg eingestellt und anschließend in speziellen Hütchen (Centriflo cones) 
durch Zentrifugation aufkonzentriert. Lichtgeschützt war das LDL für 2 
Wochen in Kühlschrank haltbar. Um oxidiertes LDL (oxLDL) herzustellen 138, 
wurde Kupferchlorid (10 µM) zusammen mit nativem, entsalztem LDL für 24 
h unter Anwesenheit von Sauerstoff im Schüttelwasserbad bei 37 °C 
inkubiert. Zur Entfernung von Kupferchlorid-Resten und zum Schutz vor 
Weiteroxidation wurde die Reaktion am nächsten Tag mit EDTA (0,24 mM) 
gestoppt. Nach Aufkonzentrierung durch Zentrifugation und erneuter 
Proteinbestimmung wurde das oxLDL für Experimente in einer 
Konzentration von 50 bzw. 100 µg/mL eingesetzt. Die Charakterisierung des 
Oxidationsgrades erfolgte über folgende Methoden.  
a) Relative Mobilität von LDL in der Lipoprotein-Elektrophorese ( 3.9.4) 
Oxidation von LDL bedingt eine Erhöhung der negativen Ladungen. Je 
stärker die Oxidation, desto weiter wandern die oxidierten LDLs bei 
der Elektrophorese im Gel. 
b) Zunahme der Absorption bei einer Wellenlänge von 234 nm 
Je stärker das LDL oxidiert ist, desto mehr konjugierte Diene finden 
sich in Fettsäuren, die bei einer Wellenlänge von 234 nm eine 
Absorption zeigen. Diese zerfallen aber nach 4 h weiter. 
3.9.3 Delipidieren von HDL (dHDL) 
HDL wurde delipidiert 139, indem 1 ml HDL tröpfchenweise in 12 ml kaltes, 
vortexendes Methanol pipettiert wurde. Anschließend wurde die Lösung mit 
28 ml Diethylether sehr gut gemischt und 10 min auf Eis inkubiert, 
zentrifugiert (200 g, 5 min, 4 °C) und der Überstand verworfen. Das 
Sediment wurde erneut mit 40 ml Dieethylether versetzt, gut gemixt, 
abermals auf Eis inkubiert, zentrifugiert und der Überstand veworfen. Das 
Pellet wurde in 1 ml Resolubisierungslösung ( 3.2) aufgenommen, steril 
filtriert und bei 4 °C lichtgeschützt aufbewahrt.  
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3.9.4 Lipoprotein-Elektrophorese 
Aufgrund der unterschiedlichen elektrophoretischen Mobilität der nativen 
und oxidierten Lipoproteine werden diese in einem alkalischen Barbitalpuffer 
(pH 8,6) im Titan-Lipoprotein-Agarosegel aufgetrennt und die entstehenden 
Fragmente mit Fettrot 7B-Lösung gefärbt, wodurch sie qualitativ 
ausgewertet werden können. Die Lipoprotein-Elektrophorese wurde im 
HELENA TITAN GEL System von Rolf Greiner Biochemica nach 
Herstellerprotokoll durchgeführt. 
3.9.5 Extraktion zellulärer Lipide und Cholesterin-Oxidase Assay 
Die Lipidextraktion wurde nach dem Protokoll von Folch et. al modifiziert 140. 
6 x 106 PMA-differenzierte THP-1 Zellen ( 3.5.5) wurden in 15 ml 
Reaktionsgefäßen gesammelt und mit PBS+/+ gewaschen, um das evtentuell 
noch vorhandene FCS aus dem Medium zu entfernen. Das Sediment wurde 
mit 1000 µl PBS+/+ resuspendiert, ein Zehntel zur Proteinbestimmung nach 
LOWRY 136 entnommen und unter Vortexen dreimal 200 µl Methanol 
zugegeben. Die Zugabe von 1,2 ml Chloroform erfolgte, um die Lipide zu 
lösen. Damit eine bessere Phasentrennung erreicht werden konnte, 
ergänzte man den Zellextrakt mit 450 µl KCl und zentrifugierte (1200 g, 2 
min, 4 °C) im Anschluss. Die wässrige Phase wurde verworfen und 
nochmals 163 µl Methanol und KCl hinzugefügt. Nach erneuter 
Zentrifugation überführte man die untere lipidhaltige Phase in ein 2 ml 
Reaktionsgefäß und verdampfte das Lösungsmittel über eine 
Vakuumzentrifuge bei 4 °C. Mit einem frisch hergestellten peroxidfreien 
Dioxan-2-Propanol-Gemisch 1:1 141 wurden die getrockneten Lipide in 25 µl 
gelöst und davon je 10 µl mit dem Cholesterin-Oxidase Kit von Rolf Greiner 
Biochemica in 1 ml Plastikküvetten photometrisch bei 546 nm gemessen. 
3.9.6 Extraktion sekretierter Lipide aus RPMI-Kulturmedium 
Um Rückschlüsse auf sekretierte Lipide ziehen zu können, wurde die 
Extraktion nach Folch et al modifiziert 140. 200 bzw. 1000 µl Überstand, das 
aus dem experimentellen Aufbau ( 3.5.5) von PMA-differenzierten THP-1 
stammte, wurde wie in  3.9.5 extrahiert. Die variierenden Volumenangaben 
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können in Tabelle 8 nachgelesen werden. Die Lipidphase wurde nicht in 
einer Vakuumzentrifuge, sondern mithilfe von Stickstoff eingedampft bzw. 
im Falle von radioaktiv-markierten Proben sofort ohne Eindampfen mit 3 ml 
Szintillationsflüssigkeit (Rotiszint) versetzt und im Szintillationszähler 
gemessen. 
Tabelle 11: Protokoll zur Lipidextraktion aus Überständen 
SUBSTANZ ÜBERSTAND 200 µl ÜBERSTAND 1ml 
Methanol 3 x 100 µl 3x 600 µl 
Chloroform 600 µl 3600 µl 
Kaliumchlorid 250  µl 1400 µl 
Methanol + 
Kaliumchlorid 
120 µl + 120 µl 500 µl + 500 µl 
3.9.7 OIL RED O-Färbung 
PMA-differenzierte THP-1 wurden nach Beendigung des Experiments (3.6.5) 
mit PBS+/+ gewaschen, 30 min mit 3,7 %-igem PFA fixiert und mit H2Odd 
gespült. Bei 6-Lochrund-Kulturplatten wurde 1 ml Oil Red O Färbelösung pro 
Vertiefung 30 min inkubiert. Die Kulturschalen wurden nach mehrmaligem 
Waschen mit H2Odd auf einem Zellstofftuch abegetropft und möglichst 
schnell fotographiert, da die Färbung nicht stabil ist 142. 
3.9.8 Bestimmung des Vit E-Gehalts mittels HPLC 
Die HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ist eine Methode zur 
Trennung von Substanzen, aber auch über Standards zur Identifzierung und 
Quantifizierung. Bei diesem chromatographischen Trennverfahren wird die 
zu untersuchende Substanz zusammen mit einem Laufmittel (mobile Phase) 
durch eine Trennsäule (stationäre Phase) gepumpt. Besteht eine starke 
Wechselwirkung der Substanz mit der stationären Phase, so verbleibt sie 
relativ lange auf der Säule. Je nach Wechselwirkung erscheinen die 
Bestandteile der Substanz zu verschiedenen Retentionszeiten am Ende der 
Trennsäule, wo sie mit einem geeigneten Detektor zum Beispiel UV 
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nachgewiesen werden können. In der vorliegenden Arbeit wurde das 
Herstellerprotokoll zur Bestimmung von Vitamin A und E aus Serum oder 
Plasma von Chromsystems verwendet und leicht modifiziert, da der Vitamin 
E-Gehalt in PMA-differenzierten THP-1 Zellen und im Überstand bestimmt 
werden sollte. Zur Bestimmung des Vitamin E-Gehaltes in 3 x 106 Zellen 
wurden diese in 200 µl PBS+/+ gesammelt und zur verbesserten Lyse 
mehrmals langsam durch eine Kanüle (23 G) gezogen. Im Anschluß wurde 
der Ansatz mit 20 µl internem Standard und 25 µl Präzipitationsreagenz I in 
einem lichtgeschützten Reaktionsgefäß versetzt, 30 s geschüttelt, 400 µl 
Präzipitationsreagenz II zugegeben, erneut geschüttelt (Vortex), 
zentrifugiert (9000 g; 10 min) und 50 µl des Überstands in das HPLC-
System injiziert. 
 
3.10 Radiochemische Methoden 
3.10.1 Aufnahme-/Efflux-Assay mit [3H]-Cholesterin-markiertem 
oxLDL 
Radioaktives Tritium ist neben Protium und Deuterium ein natürliches 
Isotop des Wasserstoffes, dessen Atomkern instabil ist und mit einer 
Halbwertszeit von 12,32 Jahren durch Emission eines Elektrons in 3He 
(Betazerfall) zerfällt. 
Um eine direkte Aussage über die Aufnahme und den Efflux von Lipiden 
treffen zu können, wurde oxidiertes LDL ( 3.9.2) mithilfe eines Tracers 
nämlich [3H]-Cholesterin bei 37 °C für 30 min äquilibriert. Die Zellen (PMA-
differenzierte THP-1 und PBMCs) waren 24 Stunden vorher mit RPMI-
Kulturmedium (1 % FCS oder HS; 1 % Pen/Strep) und α-Tocopherol 
vorinkubiert worden. Ab diesem Zeitpunkt wurde ebenfalls ein ACAT-
Inhibitor zugesetzt, um die Cholesterinesterbildung zu vermindern. Danach 
wurden die Zellen für 24 bzw. 48 Stunden mit [3H]-Cholesterin-markiertem 
oxidiertem LDL +/- α-Tocopherol versetzt. Anschließend erfolgte eine 
Äquilibrierungsphase +/- α-Tocopherol für 24 Stunden oder es wurde ein 
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Efflux mittels dHDL +/- α-Tocopherol induziert (Tabelle 12). Die 
Medienüberstände bzw. das extrahierte Zellsediment ( 3.9.5), ebenso wie 
die Wasserphasen der Lipidextraktion, wurden nach jedem Schritt in einem 
Flüssigszintillationszähler gemessen.  
Tabelle 12: Protokoll für radioaktiv-markierten Aufnahme-/Efflux-Assay 
ZELLEN 
 
 
AUSSAAT 
12- 
Lochrundplatte 
AUFNAHME 
[3H]-oxLDL  
in µg/mL 
ÄQUILI-
BRIERUNG 
 
EFFLUX 
dHDL     
in µg/mL 
PMA-diff. 
THP-1 
1 x 106 Zellen 
100 
24 h / 48 h 
+/- 10 % 
FCS 
24 h 
+/- 20 
24 h 
PBMCs 1 x 106 Zellen 
60 
24 h / 48 h 
+/- 10 % 
HS 
24 h 
+/- 15 
24 h 
 
3.11 Statistische Auswertung 
Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert +/- standard error of the mean (+/- 
SEM) von mindestens drei ([3H]-Cholesterin-markierte Lipidaufnahme- und 
Lipideffluxassays), sonst im Regelfall sechs unabhängigen Versuchsansätzen 
dargestellt. Abweichungen sind in Bildunterschriften angegeben. Der Effekt 
von α-Tocopherol wurde durch Varianzanalyse getestet und dabei die 
SigmaStat 3.5 Software verwendet (Systat Inc. Point Richmond, USA). Bei 
signifikanter ANOVA wurden dann einzelne Gruppenvergleiche von α-Toc 
(20 und 40 µg/ml) zur Kontrolle nach Holm-Sidak getestet. Falls eine 
Abweichung von der Normalverteilung oder eine Misparität der Varianzen 
festgestellt wurde, kam die nicht-parametrische Varianzanalyse nach 
Friedman und bei Signifikanz der Gruppenvergleich nach Tukey zum 
Einsatz. Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 wurden als signifikant 
betrachtet.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Allgemeiner Experimentaufbau 
Für alle Versuche wurde der in Tabelle 2 beschriebene Versuchsaufbau 
verwendet. Mithilfe dieses Versuchsaufbaus wurde die Wirkung von α-
Tocopherol in einigen Versuchen auch von γ-Tocopherol auf 
transkriptioneller, translationeller und funktioneller Ebene analysiert. Die 
Zellen wurden mit α- bzw. γ-Tocopherol präinkubiert (24 h). Anschließend 
wurde oxLDL (50 µg/ml bei PBMCs, 100 µg/ml bei THP-1) als Lipidquelle für 
48 h angeboten. In analogen Versuchen wurde dem Medium für 24 h dHDL 
(10 µg/ml bei PBMCs, 20 µg/ml bei THP-1) als Lipidakzeptor zugegeben. 
Zur Analyse der Cholesterin-Aufnahme wurden die Makrophagen 24 h oder 
48 h mit [3H]-Cholesterin markiertem oxLDL beladen und das zelluläre [3H]-
Cholesterin bestimmt. Für den Cholesterin-Efflux wurden die Zellen nach 
erfolgreicher Beladung mit [3H]-Cholesterin markiertem oxLDL für 24 h mit 
dHDL inkubiert und im Anschluß das sezernierte [3H]-Cholesterin gemessen. 
Während der Versuche war zu jedem Zeitpunkt die entsprechende Menge α- 
bzw. γ-Tocopherol  (0, 20 und 40 µg/ml) vorhanden. Die verwendeten 
Methoden wie Realtime RT-PCR, Reportergen-Assays, Immunoblot usw. sind 
im Material- und Methodenteil näher beschrieben.  
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Tabelle 13: Schematischer Versuchsaufbau für die Aufnahme und den Efflux von 
Lipiden bei PMA-differenzierten THP-1 Zellen und PBMCs 
 Zeitskala PMA-diff THP-1 PBMCs 
Aussaat  3 – 6 x 106 Zellen 3 – 6 x 106 Zellen 
Präinkubtion α- / γ- 
Tocopherol 
24 h 0 / 20 / 40 µg/ml 0 / 20 / 40 µg/ml 
Aufnahme von oxLDL  
(α- / γ- Tocopherol) 24 - 48 h 
100 µg/ml 
0 / 20 / 40 µg/ml 
60 µg/ml 
0 / 20 / 40 µg/ml 
Efflux zu dHDL  
(α- / γ- Tocopherol) 24 h 
20 µg/ml 
0 / 20 / 40 µg/ml 
10 µg/ml 
0 / 20 / 40 µg/ml 
 
α-Tocopherol-Gehalt im Zellsediment und Mediumüberstand 
Realtime RT-PCR, Reportergen-Assay, 
Immunoblot, FACS 
Lipidaufnahme- bzw. Lipidefflux-Assays 
Färbung der Lipidtröpfchen in Makrophagen mittels Oil Red O 
 
4.2 α-Tocopherol-Gehalt von Makrophagen 
Wieviel α-Tocopherol von Makrophagen aufgenommen wird, wurde am 
Gesamtgehalt an Vitamin E im Medienüberstand und im Zellsediment 
überprüft. Der Versuchsaufbau erfolgte wie unter  4.1 beschrieben. PMA-
differenzierte THP-1 waren 24 h mit α-Tocopherol präinkubiert und das 
Medium anschließend mit oxLDL beziehungsweise dHDL angereichert 
worden, wobei zu jedem Zeitpunkt α-Tocopherol im Medium vorhanden war. 
Waren die Zellen mit α-Tocopherol allein inkubiert, so hatten sie nach 72 h 
12 µg α-Tocopherol pro einer Million Zellen aufgenommen (Abbildung 13A), 
wobei im Medium weiterhin α-Tocopherol im Überschuss zur Verfügung 
stand (Abbildung 13B). Dagegen wurde von Makrophagen, durch oxLDL 
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induziert, ungefähr noch zwei Drittel α-Tocopherol aufgenommen, während 
durch dHDL cholesterinverarmte Makrophagen maximal die Hälfte α-
Tocopherol gegenüber Kontrollzellen aus dem Medium übernahmen. 
Wahrscheinlich konkurrierten hier die Lipoproteine als zusätzliche α-
Tocopherol-Akzeptoren. Eine erste Sättigung des α-Tocopherol-Gehalts trat 
in Makrophagen auch schon bei 20 µg/ml α-Tocopherol ein. 
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Abbildung 13: α-Tocopherol-Gehalt im Zellsediment (A) und im Medienüberstand 
(B) von PMA-differenzierten THP-1, deren Medium mit Trägersubstanz 
(weiße Säulen), oxLDL (100 µg/ml, 48h, schwarze Säulen) oder dHDL 
(20 µg/ml, 24h, graue Säulen) versetzt war, nach 72 h Inkubation mit 
α-Tocopherol (0, 20 und 40 µg/ml). n=4 +/- SEM; *, §:p<0.05 , **: 
p<0.01; ***: p<0,001 
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Abbildung 14: Lipidgehalt von HDL und dHDL (links) und von RPMI 1640 Medium 
ohne FCS und mit 10% FCS (rechts) in Cholesterin in µg 
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Im Vorfeld wurde auch die Effektivität der Delipidierungsmethode von HDL 
mittels GC-MS untersucht. Mittels Methanol-Diethylether-Lipidextraktion 
konnten >99% des Cholesterins der HDL Partikel abstrahiert werden. Beim 
Medium RPMI 1640 mit 10 % FCS konnte gezeigt werden, dass pro Milliliter 
Medium ungefähr 50 µg Cholesterin vorhanden sind, wohingegen Medium 
ohne FCS keinerlei Sterole enthielt (Abbildung 14). 
4.3 Wirkung von α-Tocopherol auf die spezifische 
mRNA Expression in Makrophagen 
4.3.1 Transkription des Scavenger Rezeptors CD36  
Der Scavenger Rezeptor CD36 zeichnet sich dadurch aus, dass modifizierte 
LDL-Partikel wie z. B. oxLDL unkontrolliert und ungehemmt aufgenommen 
werden. Zu Beginn der Arbeit war bekannt, dass der Scavenger Rezeptor 
CD36 nach einer Stimulation durch oxLDL durch α-Tocopherol negativ 
beeinflusst wird. Deshalb sollten zuerst anhand der publizierten Befunde das 
in dieser Arbeit verwendete Zellmodell überprüft werden 143. PMA-
differenzierte THP-1 und primäre Makrophagen wurden, wie unter  4.1 
beschrieben, mit α-Tocopherol behandelt, anschließend die Gesamt-RNA 
isoliert, die CD36-spezifische mRNA amplifiziert und und mittels Realtime 
RT-PCR quantifiziert. Es zeigte sich, dass die basale Transkription von CD36 
durch α-Tocopherol (20 oder 40 µg/ml) in dosisabhängiger Weise in PMA-
differenzierten THP-1 supprimiert wurde. Die normalerweise durch oxLDL 
hervorgerufene Induktion der Transkription von CD36 konnte in eben diesen 
Zellen durch α-Tocopherol dosisabhängig wieder reduziert werden. Wurden 
die Zellen jedoch dHDL ausgesetzt, um eine Cholesterinverarmung zu 
erreichen, so erfolgte eine signifikante Supprimierung von CD36, die in 
Koinkubation mit α-Tocopherol dosisabhängig ebenfalls wieder aufgehoben 
werden konnte (Abbildung 15A). Die Stimulation von CD36 durch oxLDL und 
die in dem Zusammenhang durch α-Tocopherol hervorgerufene Repression 
konnte auch in primären Makrophagen bestätigt werden, aber sowohl bei 
der basalen Expression als auch bei der Repression der Transkription mittels 
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dHDL, zeigte die Kombination mit α-Tocopherol keinerlei Wirkung 
(Abbildung 15B).  
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Abbildung 15: CD36-spezifische mRNA Expression mittels Realtime RT-PCR. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (A) oder PBMCs (B) wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-Tocopherol  präinkubiert (von links 
nach rechts) und in Kontrollmedium (gepunktete Linie) oder Medium, 
das mit oxLDL (100 µg/ml bei THP-1 und 50 µg/ml bei PBMCs, 48 h, 
dicke Linie) oder dHDL (20 µg/ml bei THP-1 und 10 µg/ml bei PBMCs, 24 
h, dünne Linie) angereichert war, inkubiert. n=6 +/- SEM; *, § :p<0.05  
**: p<0.01 
 
4.3.2 Transkription des LDL-Rezeptors 
65% der zellulären Cholesterinaufnahme findet über die Rezeptor-
vermittelte Endozytose des LDL-R statt. Aufgrund der bekannten Rolle des 
LDL-R im Cholesterin-Metabolismus 56, sollte auch die Wirkung von α-
Tocopherol auf die Transkription des LDL-R untersucht werden. PMA-
differenzierte THP-1 und primäre Makrophagen wurden, wie unter  4.1 
beschrieben, mit α-Tocopherol behandelt, anschließend die Gesamt-RNA 
isoliert und die LDL-R-spezifische mRNA mittels Realtime RT-PCR 
amplifiziert und quantifiziert. Es zeigte sich, dass sowohl die basale 
Transkription durch α-Tocopherol (20 oder 40 µg/ml) als auch die Inhibition 
der Transkription des LDL-R durch oxLDL durch α-Tocopherol in 
Makrophagen nicht beeinflusst wurde. Wurden jedoch PMA-differenzierte 
THP-1, aber auch PBMCs, dHDL ausgesetzt, um eine Cholesterinverarmung 
zu initiieren, so erfolgte eine Induktion der Transkription des LDL-R, die in 
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Koinkubation mit α-Tocopherol tendenziell dosisabhängig vermindert war 
(Abbildung 16 A, B).  
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Abbildung 16: LDL-R spezifische mRNA Expression mittels Realtime RT-PCR. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (A) oder PBMCs (B) wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-Tocopherol präinkubiert (von links 
nach rechts) und in Kontrollmedium (gepunktete Linie) oder Medium, 
das mit oxLDL (100 µg/ml bei THP-1 und 50 µg/ml bei PBMCs, 48 h, 
dicke Linie) oder dHDL (20 µg/ml bei THP-1 und 10 µg/ml bei PBMCs, 24 
h, dünne Linie) angereichert war, inkubiert. n=6 +/- SEM; 
 
4.3.3 Transkription der Cholesterin-Exporter ABCA1 und ABCG1 
Der Ausstrom von Cholesterin und Phospholipiden wird in Makrophagen 
hauptsächlich durch ABCA1 und ABCG1 vermittelt. Diese Lipide werden von 
ABCA1 bevorzugt auf Apo A-I und von ABCG1 auf HDL übertragen und auf 
diese Weise in den reversen Cholesterintransport eingebracht. PMA-
differenzierte THP-1 und primäre Makrophagen wurden, wie unter  4.1 
beschrieben, mit α-Tocopherol behandelt, anschließend die Gesamt-RNA 
isoliert und ABCA1- (Abbildung 17) sowie ABCG1-spezifische mRNA 
(Abbildung 18) mittels Realtime RT-PCR amplifiziert und quantifiziert. Es 
zeigte sich, dass die basale Transkription durch α-Tocopherol (20 oder 40 
µg/ml) in dosisabhängiger Weise in PMA-differenzierten THP-1 signifikant 
supprimiert wurde. Die durch oxLDL hervorgerufene Induktion der 
Transkription von ABCA1 konnte durch α-Tocopherol dosisabhängig um ca. 
50% umgekehrt werden. Wurden PMA-differenzierte Makrophagen dHDL 
ausgesetzt, so erfolgte eine Supprimierung von ABCA1, die in Koinkubation 
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mit α-Tocopherol dosisabhängig teilweise wieder aufgehoben werden konnte 
(Abbildung 17A). Die Stimulation von ABCA1 durch oxLDL und die durch α-
Tocopherol hervorgerufene Repression konnte in primären Makrophagen nur 
tendenziell aber uniform beobachtet werden. Auf die basale Expression von 
ABCA1 zeigte α-Tocopherol keine Wirkung. Unerwarteterweise führte die 
dHDL Exposition bei PBMCs zur Stimulation von ABCA1, die von α-
Tocopherol nur tendenziell aber uniform revertiert wurde (Abbildung 17B).  
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Abbildung 17: ABCA1-spezifische mRNA Expression mittels Realtime RT-PCR. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (A) oder PBMCs (B) wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-Tocopherol  präinkubiert (von links 
nach rechts) und in Kontrollmedium (gepunktete Linie) oder Medium, 
das mit oxLDL (100 µg/ml bei THP-1 und 50 µg/ml bei PBMCs, 48 h, 
dicke Linie) oder dHDL (20 µg/ml bei THP-1 und 10 µg/ml bei PBMCs, 24 
h, dünne Linie) angereichert war, inkubiert. n=6 +/- SEM; * :p<0.05 , 
**: p<0.01, ***: p<0,001 
 
Die basale Expression von ABCG1 wurde in PMA-differenzierten THP-1 durch 
α-Tocopherol (20 oder 40 µg/ml) in dosisabhängiger Weise vermindert, 
ebenso die durch oxLDL hervorgerufene massive Induktion von ABCG1. Die 
dHDL Exposition von PMA-differenzierten THP-1 hatte keinen Effekt auf die 
basale ABCG1 Expression und die Reduktion durch α-Tocopherol. In 
primären Makrophagen hatte die Anreicherung des Mediums mit oxLDL und 
auch dHDL eine massive Induktion von ABCG1 zur Folge, die von α-
Tocopherol nur tendenziell aber uniform reduziert wurde (Abbildung 18A, 
B).  
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Abbildung 18: ABCG1 spezifische mRNA Expression mittels Realtime RT-PCR. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (A) oder PBMCs (B) wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-Tocopherol  präinkubiert (von links 
nach rechts) und in Kontrollmedium (gepunktete Linie) oder Medium, 
das mit oxLDL (100 µg/ml bei THP-1 und 50 µg/ml bei PBMCs, 48 h, 
dicke Linie) oder dHDL (20 µg/ml bei THP-1 und 10 µg/ml bei PBMCs, 24 
h, dünne Linie) angereichert war, inkubiert. n=6 +/- SEM; *, § :p<0.05 
**: p<0.01, ***: p<0.001 
 
4.3.4 Transkription der Transkriptionsfaktoren PPARγ und LXRα 
Aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse wurde als nächstes untersucht, 
ob α-Tocopherol die Expression der spezifischen mRNA Transkription  von 
PPARγ und LXRα selbst beeinflusst, da PPARγ und LXRα als nukleäre 
Transkriptionsfaktoren die Expression von CD36 sowie ABCA1 und ABCG1 
induzieren. PMA-differenzierte THP-1 und primäre Makrophagen wurden, 
wie unter  4.1 beschrieben, mit α-Tocopherol behandelt, anschließend die 
Gesamt-RNA isoliert und PPARγ- (Abbildung 19) sowie LXRα-spezifische 
mRNA (Abbildung 20) mittels Realtime RT-PCR amplifiziert und quantifiziert. 
Es zeigte sich, dass die basale Expression von PPARγ in PBMCs durch α-
Tocopherol (20, 40 µg/ml) dosisabhängig tendenziell aktiviert werden 
konnte. Die Induktion der Transkription, die sowohl durch oxLDL als auch 
durch dHDL aktiviert wurde, verlangsamte sich in PMA-differenzierten THP-1 
aber auch in primären Makrophagen tendenziell dosisabhängig durch α-
Tocopherol (Abbildung 19A, B).  
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Abbildung 19: PPARγ spezifische mRNA Expression mittels Realtime RT-PCR. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (A) oder PBMCs (B) wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-Tocopherol präinkubiert (von links 
nach rechts) und in Kontrollmedium (gepunktete Linie) oder Medium, 
das mit oxLDL (100 µg/ml bei THP-1 und 50 µg/ml bei PBMCs, 48 h, 
dicke Linie) oder dHDL (20 µg/ml bei THP-1 und 10 µg/ml bei PBMCs, 24 
h, dünne Linie) angereichert war, inkubiert. n=6 +/- SEM; * :p<0.05 
**: p<0,01 
 
Von LXRα wurde die basale aber auch die durch oxLDL stimulierte 
Transkription in PMA-differenzierten THP-1 durch α-Tocopherol (20 oder 40 
µg/ml) nicht beeinflusst (Abbildung 20). Die Stimulation der Transkription 
durch oxLDL wurde in primären Makrophagen dosisabhängig durch α-
Tocopherol umgekehrt (Abbildung 20B). Reicherte man das Medium 
dagegen mit dHDL an, um eine Cholesterinverarmung zu erreichen, so 
erfolgte eine unerwartete Induktion der Transkription von LXRα, die in 
Koinkubation mit α-Tocopherol in PMA-differenzierten THP-1 dosisabhängig 
revertiert werden konnte, in primären Makrophagen dagegen nur 
tendenziell (Abbildung 20A, B). 
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Abbildung 20: LXRα spezifische mRNA Expression mittels Realtime RT-PCR. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (A) oder PBMCs (B) wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-Tocopherol präinkubiert (von links 
nach rechts) und in Kontrollmedium (gepunktete Linie) oder Medium, 
das mit oxLDL (100 µg/ml bei THP-1 und 50 µg/ml bei PBMCs, 48 h, 
dicke Linie) oder dHDL (20 µg/ml bei THP-1 und 10 µg/ml bei PBMCs, 24 
h, dünne Linie) angereichert war, inkubiert. n=6 +/- SEM;*: p<0,05; 
**: p<0.01 
 
4.4 Einfluß von α-Tocopherol auf die Aktivierung von 
LXRE und PPRE 
4.4.1 Analyse der Aktivierung von PPRE mithilfe des 
Reportergenkonstrukts pGL3-PPRE(Aco)luc 
Da die Expression von PPARγ und LXRα selbst den Effekt von α-Tocopherol 
nicht allein erklären konnte, wurde auch die Aktivierung von PPARγ und 
LXRα in einem Reportergen-Assay untersucht. PPRE ist dabei mit der 
Luziferase im Plasmid pGL3-PPRE(Aco)-luc gekoppelt und in transfizierten 
Zellen kann so die Aktivierung gemessen werden. Um eine geeignete 
Positivkontrolle zu bestimmen, wurden verschiedene bekannte PPARγ-
Stimuli mit und ohne 9cRA, als zusätzlichem Agonisten, an transient 
transfizierten PMA-differenzierten THP-1 und HepG2 getestet (Abbildung 
21). Die Inkubationszeit betrug 24 h, wobei 22-HOC (10 µM), Indomethacin 
(33 µM), Rosiglitazon (1 µM) und ddPGJ2 (0,3 und 3 µM) zum Einsatz 
kamen. In beiden Zelltypen stellte sich ddPGJ2 als bester Stimulus heraus 
und wurde fortan als Positivkontrolle verwendet.  
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Abbildung 21: Analyse der Aktivierung von PPRE mithilfe des Konstrukts pGL3-
PPRE(Aco)luc. Um die beste Positivkontrolle für die PPARγ Aktivierung zu 
messen, wurden transient transfizierte PMA-differenzierte THP-1 (A) und 
transient transfizierte HepG2 (B) für 24 h mit der Trägersubstanz oder 
mit verschiedenen Agonisten - 22-HOC, Indomethacin, Rosiglitazon, 
ddPGJ2 (hellgraue Säulen) - oder in Kombination mit 9cRA (dunkelgraue 
Säulen) versetzt. Dann wurde die PPRE-abhängige Luziferase Aktivität 
gemessen. n=6 +/- SEM; 
 
In PMA-differenzierten THP-1 Zellen und in HepG2 Zellen, die mit dem 
PPRE-Luziferase Reportergenkonstrukt transient transfiziert waren, konnte 
die PPRE-Luziferase Aktivität durch RXR aber auch durch PPARγ Agonisten, 
wie 9cRA und ddPGJ2 induziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass 
eine Koinkubation mit α-Tocopherol die durch ddPGJ2 (1 µM), oxLDL (100 
µg/ml) aber auch durch dHDL (20 µg/ml) hervorgerufene PPRE-Luziferase 
Aktivität in PMA-differenzierten THP-1 supprimieren kann. In transient 
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transfizierten HepG2 war dies nur tendenziell möglich. Die Basalaktivität 
wurde in beiden Zelllinien durch α-Tocopherol nicht reduziert (Abbildung 
22).  
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Abbildung 22: Analyse der Aktivierung von PPRE mithilfe des Konstrukts pGL3-
PPRE(Aco)luc. Um die PPARγ Aktivierung zu messen wurden transient 
transfizierte PMA-differenzierte THP-1 (schwarze Linien) und HepG2 
(graue Linien) 24 h mit Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-Tocopherol 
präinkubiert (von links nach rechts) und in Kontrollmedium (gepunktete 
Linien) oder Medium, das mit ddPGJ2 (1 µM, 24h) (A), oxLDL (100 
µg/ml, 48h) (B) oder dHDL (20 µg/ml, 24h) (C) angereichert war, 
inkubiert. Dann wurde die PPRE-abhängige Luziferase Aktivität 
gemessen. n=6-8 +/- SEM; * :p<0.05 , **: p<0.01 
 
4.4.2 Analyse der Aktivierung von LXRE mithilfe des 
Reportergenkonstrukts pCMV-LXRE-luc 
LXRE ist mit der Luziferase im Plasmid (pCMV-LXRE-luc) gekoppelt. Mithilfe 
transfizierter Zellen können deshalb Assays zur Aktivierung von LXRE mit α-
Tocopherol durchgeführt werden. In PMA-differenzierten THP-1 Zellen, die 
mit dem LXRE-Luziferase Reportergenkonstrukt transient transfiziert waren, 
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und in stabil transfizierten HepG2 Zellen, aber nicht in kontroll-transfizierten 
Zellen, konnte die LXRE-Luziferase Aktivität durch RXR aber auch durch 
LXRα Agonisten, wie 9cRA und 22-HOC induziert werden. Es konnte gezeigt 
werden, dass eine Koinkubation mit α-Tocopherol die, durch 9cRA mit 22-
HOC, oxLDL aber auch dHDL, hervorgerufene LXRE-Luziferase Aktivität, 
signifikant reduzieren kann. Die Basalaktivität blieb dabei von α-Tocopherol 
unangetastet. Dies galt sowohl für die transient transfizierten PMA-
differenzierten THP-1 als auch für die stabil transfizierten HepG2 (Abbildung 
23A, B, C).  
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Abbildung 23: Analyse der Aktivierung von LXRE mithilfe des Konstrukts pCMV-
LXRE-luc. Um die LXRα Aktivierung zu messen wurden transient 
transfizierte PMA-differenzierte THP-1 (schwarze Linien) und stabil 
transfizierte HepG2 (graue Linien) 24 h mit Trägersubstanz, 20 oder 40 
µg/ml α-Tocopherol (A-C) präinkubiert (links nach rechts) und in 
Kontrollmedium (gepunktete Linien) oder Medium, das mit 9cRA (5 µM) 
und 22-HOC (10 µM, A), oxLDL (100 µg/ml, B) oder dHDL (20µg/ml, C) 
angereichert war, inkubiert. Dann wurde die LXRE-abhängige Luziferase 
Aktivität gemessen. n=6-10 +/- SEM; *, § :p<0.05 , **, §§: p<0.01 
84  4  Ergebnisse 
4.5 Mechanistische Untersuchungen mit γ-Tocopherol  
Zur Erhellung des Mechanismus sollte die Wirkung eines in der 
stereochemischen Struktur differenten, aber zu α-Tocopherol fast gleich 
potenten Antioxidans nämlich γ-Tocopherol in PMA-differenzierten THP-1 
näher untersucht werden. Auch hier erfolgte eine Präinkubation von 24 h. 
Wie unter  4.1 beschrieben, wurden die Makrophagen mit γ-Tocopherol 
behandelt, anschließend die Gesamt-RNA isoliert, die bereits erwähnten 
Transkripte amplifiziert und mittels Realtime RT-PCR quantifiziert. Es zeigte 
sich, dass die Anreicherung des Mediums mit γ-Tocopherol keinerlei Wirkung 
auf die basale Transkription des Scavenger Rezeptors CD36 hatte. Die 
Induktion von CD36 durch oxLDL konnte durch das Antioxidans auf 
Transkriptionsebene nicht inhibiert werden. γ-Tocopherol hatte auch bei 
Stimulation mit dHDL keinen Einfluß auf die Trankskription des CD36 
Rezeptors (Abbildung 24A). Da sich α- und γ-Tocopherol in der 
stereochemischen Struktur unterscheiden, aber in den antioxidativen 
Eigenschaften sehr ähnlich sind, spricht dies eher für einen direkten 
transkriptionellen Effekt von α-Tocopherol 144. 
Auf die spezifische-LDL-R mRNA Transkription zeigte γ-Tocopherol 
(Abbildung 24B) ähnlich geringe Effekte wie α-Tocopherol. Die basale aber 
auch die durch oxLDL induzierte Transkription des LDL-R waren nicht 
beeinflusst durch γ-Tocopherol, während in Koinkubation mit dHDL die 
Stimulation der Transkription des LDL-R durch γ-Tocopherol tendenziell 
vermindert werden konnte. 
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Abbildung 24: CD36- (A) und LDL-R (B) spezifische mRNA Expression mittels 
Realtime RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml γ-Tocopherol präinkubiert und in 
Kontrollmedium (gepunktete Linie) oder Medium, das mit oxLDL (100 
µg/ml, 48 h, dicke Linie) oder dHDL (20 µg/ml, 24 h, dünne Linie) 
angereichert war, inkubiert. n=6 +/- SEM 
 
Da sich beim Scavenger Rezeptor CD36 kein Effekt von γ-Tocopherol 
nachweisen ließ, sollten die Effekte von γ-Tocopherol im Vergleich zu α-
Tocopherol auch anhand der Sterol-Exporter ABCA1 und ABCG1 untersucht 
werden. Die Anreicherung des Mediums mit γ-Tocopherol zeigte nur im 
Zusammenhang mit dHDL eine signifikante Wirkung auf die mRNA 
Expression von ABCA1 und ABCG1; die Induktion durch oxLDL wurde durch 
γ-Tocopherol nur bei ABCG1 dosisabhängig reduziert bei ABCA1 dagegen 
nur tendenziell (Abbildung 25A, B). 
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Abbildung 25: ABCA1 (A) und ABCG1 (B) spezifische mRNA Expression mittels 
Realtime RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml γ-Tocopherol präinkubiert und in 
Kontrollmedium (gepunktete Linie) oder Medium, das mit oxLDL (100 
µg/ml, 48 h, dicke Linie) oder dHDL (20 µg/ml, 24 h, dünne Linie) 
angereichert war, inkubiert. n=6 +/- SEM; * :p<0.05 , **: p<0.01 
 
Die nukleären Transkriptionsfaktoren LXRα (Abbildung 26 A) und PPARγ 
(Abbildung 26 B) wurden ebenfalls mittels Realtime RT-PCR quantifiziert. 
Die basale Transkription von LXRα wurde durch γ-Tocopherol (20 oder 40 
µg/ml) in Makrophagen nicht beeinflusst. Die durch oxLDL hervorgerufene 
Induktion der Transkription von LXRα konnte durch γ-Tocopherol in PMA-
differenzierten THP-1 ebenfalls nicht beeinflusst werden. Wurde das Medium 
mit dHDL angereichert, um eine Cholesterinverarmung der Makrophagen zu 
erreichen, so ergab sich eine Induktion der Transkription von LXRα, die in 
Koinkubation mit γ-Tocopherol tendenziell aufgehoben werden konnte 
(Abbildung 26 A). Basal wurde die mRNA Transkription von PPARγ in PMA-
differenzierten THP-1 durch γ-Tocopherol nicht beeinflusst. Dies galt auch, 
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wenn die Zellen mit oxLDL beladen wurden, beziehungsweise ein Efflux über 
dHDL initiert wurde (Abbildung 26 B). 
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Abbildung 26: LXRα (A) und PPARγ (B) spezifische mRNA Expression mittels 
Realtime RT-PCR. PMA-differenzierte THP-1 Zellen wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml γ-Tocopherol präinkubiert und in 
Kontrollmedium (gepunktete Linie) oder Medium, das mit oxLDL (100 
µg/ml, 48 h, dicke Linie) oder dHDL (20 µg/ml, 24 h, dünne Linie) 
angereichert war, inkubiert. n=6 +/- SEM 
 
Da bei der spezifischen mRNA Transkription der nukleären 
Transkriptionsfaktoren LXRα und PPARγ kein Beweis auf eine Veränderung 
der Transkription durch γ-Tocopherol erbracht werden konnte, wurde die 
Aktivierung des LXR Response Elements mithilfe des Reportergen-
Konstrukts pCMV-LXRE-luc (Abbildung 27) in stabil transfizierten HepG2 
Zellen und pGL3-PPRE(ACO)-luc (Abbildung 28) in transient transfizierten 
THP-1 und stabil transfizierten HepG2 Zellen genauer analysiert. Eine 
Anreicherung des Mediums mit γ-Tocopherol, hatte in beiden Zelllinien 
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keinen Einfluss auf die basale Aktivität von LXRE. Die Induktion der LXRE 
Aktivierung durch oxLDL konnte durch γ-Tocopherol in stabil transfizierten 
HepG2 nur gering beeinflusst werden, während die durch 22-HOC und 9cRA 
oder dHDL induzierte Stimulation der LXRE Aktivierung durch γ-Tocopherol 
nicht moduliert wurde (Abbildung 27). 
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Abbildung 27: Analyse der Aktivierung von LXRE. Dazu wurden stabil transfizierte 
HepG2 Zellen 24 h mit Trägersubstanz, 20 und 40 µg/ml γ-Tocopherol 
präinkubiert (von links nach rechts) und in Kontrollmedium (leere 
Kreise) oder Medium, das mit oxLDL (100 µg/ml, 48h, gefüllte 
Quadrate), dHDL (20 µg/ml, 24h, gefüllte Dreiecke) oder 9cRA/22-HOC 
(5µM/10µM, 24h, gefüllte Rauten) angereichert war, inkubiert. Dann 
wurde die LXRE-abhängige Luziferase Aktivität gemessen. n=6 +/- SEM; 
**: p<0.01 
 
Desweiteren wurde die Aktivierung des PPAR Response Elements mithilfe 
des Reportergen-Konstrukts pGL3-PPRE(ACO)-luc (Abbildung 28) in 
transient transfizierten THP-1 und stabil transfizierten HepG2 Zellen 
überprüft. Anreicherung des Mediums mit γ-Tocopherol allein (40 µg/ml) 
und in Kombination mit oxLDL, hatte in beiden Zelllinien keinen Einfluss auf 
die Aktivierung von PPRE (Abbildung 28A). dHDL rief dagegen eine 
Stimulation der PPRE Aktivierung hervor, die durch γ-Tocopherol in HepG2 
verringert werden konnte, in PMA-differenzierten THP-1 war nur tendenziell 
ein Einfluss ersichtlich (Abbildung 28B). 
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Abbildung 28: Analyse der Aktivierung von PPRE. Dazu wurden transient 
transfizierte PMA-differenzierte THP-1 (schwarze Linien) und stabil 
transfizierte HepG2 (graue Linien) 24 h mit Trägersubstanz, 40 µg/ml γ-
Tocopherol präinkubiert (von links nach rechts) und in Kontrollmedium 
(gepunktete Linien) oder Medium, das mit oxLDL (100 µg/ml, 48h, A) 
oder dHDL (20 µg/ml, 24h, B) angereichert war, inkubiert. Dann wurde 
die PPRE-abhängige Luziferase Aktivität gemessen. n=4-6 +/- SEM; * 
:p<0.05 
 
4.6 Der Einfluss von α-Tocopherol auf die 
Proteinexpression analysiert mittels 
Durchflußzytometrie und Westernblot 
4.6.1 CD36 Proteinexpression nach α-Tocopherol-Behandlung 
Die Effekte von α-Tocopherol auf der Transkriptionsebene sollten auch auf 
der Translationsebene untersucht werden. Deshalb wurde die 
Oberflächenexpression von CD36 mittels Durchflußzytometrie und Western 
Blot untersucht. PMA-differenzierte THP-1 wurden 24 h mit α-Tocopherol 
präinkubiert und anschließend in Koinkubation mit oxLDL (100 µg/ml) für 
24 h bzw. 48 h beladen. Nach der Färbung mittels Isotyp-Kontrolle und dem 
Oberflächen-Antikörper von CD36 (FA6) wurde die Oberflächenexpression 
von CD36 mittels Durchflußzytometrie gemessen (Abbildung 29). Es konnte 
gezeigt werden, dass α-Tocopherol allein keinen Einfluß auf die CD36-
Oberflächenexpression hat, während das Beladen mit oxLDL eine Induktion 
der Oberflächenrezeptoren CD36 hervorruft. In Koinkubation mit α-
Tocopherol ist tendenziell eine Verminderung der Proteinexpression von 
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CD36 erkennbar, die bei einer Inkubation mit oxLDL für 48 h noch 
deutlicher nämlich ungefähr 10% erscheint. 
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Abbildung 29: CD36 Proteinexpression mittels Durchflußzytometrie. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen wurden 24 h mit Trägersubstanz oder 40 
µg/ml α-Tocopherol präinkubiert und in Kontrollmedium oder Medium, 
das 24 h (hellgraue Säulen) bzw. 48 h (dunkelgraue Säulen) mit oxLDL 
(100 µg/ml) angereichert war, inkubiert. n=6 +/- SEM;  
 
4.6.2 ABCA1 Proteinexpression nach α-Tocopherol-Behandlung 
Auch bei ABCA1 wurde der Effekt einer Behandlung mit α-Tocopherol auch 
auf Proteinebene untersucht. β-Aktin wurde als eines der wichtigsten 
Haushalts-Gene zur Kontrolle des Proteinauftrags verwendet. PMA-
differenzierte THP-1 wurden, wie unter  4.1 beschrieben, mit α-Tocopherol 
vorbehandelt, und anschließend für 48 h mit oxLDL (100 bzw. 50 µg/ml) 
beladen bzw. ein 24-stündiger Lipidefflux durch dHDL (20 bzw. 10 µg/ml) 
initiiert. Danach wurde eine Gesamtproteinextraktion durchgeführt und 
ABCA1 mittels Immunoblot untersucht. Es zeigte sich, dass die basale 
ABCA1 spezifische Expression durch α-Tocopherol (20 oder 40 µg/ml) nicht 
beeinflusst wurde. Die durch oxLDL hervorgerufene Induktion der 
Expression von ABCA1 konnte durch α-Tocopherol in PMA-differenzierten 
THP-1 signifikant supprimiert werden. Setzte man die Zellen dHDL aus, so 
war die Proteinexpression nur gering supprimiert. Durch Koinkubation mit 
 91 
α-Tocopherol konnte die ABCA1 Expression dosisabhängig weiter reduziert 
werden. (Abbildung 30; Abbildung 31).  
 
        
Abbildung 30: Immunoblotanalyse von ABCA1 aus Gesamt-Zelllysatextrakten (20 
µg Proteinauftrag/Spur). Dazu wurden PMA-differenzierten THP-1 24 h 
mit Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-Tocopherol  präinkubiert und in 
Kontrollmedium (Spur 1-3) oder Medium, das mit oxLDL (100 µg/, 48 h, 
A, Spur 4-6) oder dHDL (20 µg/ml, 24 h, B Spur 4-6) angereichert war, 
inkubiert. n=4  
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Abbildung 31: Gesamtauswertung der Immunoblotanalysen des ABCA1 Proteins von 
PMA-differenzierten THP-1 mittels Densitometrie-Analyse-Programm 
Image J. n=4 +/- SEM; * :p<0.05 
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4.7 Einfluss von α-Tocopherol auf die zelluläre 
Cholesterin-Homöostase 
4.7.1 [3H]-Cholesterin-Aufnahme aus [3H]-Cholesterin-markiertem 
oxLDL und [3H]-Cholesterin-Efflux auf dHDL 
Die Auswirkungen der α-Tocopherol-Effekte auf CD36 und Cholesterin 
Exporter wie ABCA1 und ABCG1 sollten auf funktioneller Ebene mithilfe von 
Lipidaufnahme- und Lipidefflux-Assays untersucht werden. Zuerst wurde die 
zelluläre Aufnahme von [3H]-Cholesterin-markiertem oxLDL und die Abgabe 
von [H3]-Cholesterin an dHDL aus vormarkierten Zellen untersucht. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen bzw. PBMCs wurden für 24 h und. 48 h mit [3H]-
Cholesterin-markiertem oxLDL (100 bzw. 50 µg/ml) geladen und im 
Anschluss die zelluläre [3H]-Cholesterin–Aufnahme gemessen (siehe  4.1). 
Es konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von [3H]-Cholesterin in die 
Zellen nach 24 h ca. 11 % und nach 48 h ca. 22 % betrug (Abbildung 32).  
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Abbildung 32: Lipidaufnahme von [3H]-Cholesterin-markiertem oxLDL. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (hellgraue Säulen) oder PBMCs (dunkelgraue 
Säulen) wurden mit markiertem oxLDL (100 oder 50 µg/ml, A) für 24 h 
bzw. 48 h geladen. n=6 +/- SEM; ***: p<0.001 
 
Initiierte man nach der Beladung mit [3H]-Cholesterin markiertem oxLDL 
einen 24-stündigen Efflux auf dHDL, so ließ sich ein fraktioneller Efflux der 
[3H]-Cholesterin-Markierung von 50% des zellulären [3H]-Cholesterin 
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ermitteln, unabhängig ob PMA-differenzierte THP-1 beziehungsweise PBMCs 
für 24 h oder 48 h mit [3H]-Cholesterin markiertem oxLDL beladen worden 
waren (Abbildung 33). 
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Abbildung 33: Lipidaufnahme und -efflux von [3H]-Cholesterin-markiertem oxLDL. 
PMA-differenzierte THP-1 Zellen (hellgraue Säulen) oder PBMCs 
(dunkelgraue Säulen) wurden mit markiertem oxLDL (100 oder 50 
µg/ml) für 24 h bzw. 48 h geladen und/oder für 24 h ein Efflux zu dHDL 
(20 oder 10 µg/ml) initiiert. n=6 +/- SEM; *: p<0,05; ***: p<0.001 
 
Als nächstes wurde der Einfluß von α-Tocopherol auf die [3H]-Cholesterin–
Aufnahme untersucht. PMA-differenzierte THP-1 bzw. PBMCs wurde 24 h 
und 48 h mit [3H]-Cholesterin-markiertem oxLDL (100 bzw. 50 µg/ml) 
inkubiert, wobei zu jedem Zeitpunkt α-Tocopherol vorhanden war. Die 
Präinkubation von Makrophagen mit α-Tocopherol verlangsamte signifikant 
die Rate der zellulären Cholesterin-Akkumulation. Jedoch war weiterhin die 
aufgenommene [3H]-Cholesterin-Menge anfangs in etwa linear von der 
Expositionszeit abhängig (Abbildung 34B). 
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Abbildung 34: Lipidaufnahme von [3H]-Cholesterin-markiertem oxLDL. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (A) oder PBMCs (B) wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-Tocopherol präinkubiert (von links 
nach rechts) und mit markiertem oxLDL (100 µg/ml, A – 50 µg/ml, B) 
für 24 h (gestrichelte Linien) bzw. für 48 h (durchgezogene Linien) 
beladen. n=3-4 +/- SEM; §:p<0.05 
Danach wurde der Einfluss von α-Tocopherol auf die Wiederabgabe von 
[3H]-Cholesterin aus vormarkierten Makrophagen an dHDL untersucht. PMA-
differenzierte THP-1 bzw. PBMCs wurden für 24 oder 48 h mit [3H]-
Cholesterin-markiertem oxLDL (100 beziehungsweise 50 µg/ml) geladen 
und im Anschluss eine Cholesterinefflux aus den Makrophagen durch dHDL 
(20 bzw. 10 µg/ml) induziert. Nach einer Beladung der Zellen von 24 h mit 
oxLDL reduzierte α-Tocopherol den zellulären Export von Cholesterin auf 
dHDL um ca. 20 %. Genau der gleiche Effekt blieb auch nach einer 
verlängerten Beladungszeit von 48 h erhalten. Die Verminderung des 
Effluxes konnte gleichermaßen sowohl in PMA-differenzierten THP-1 als 
auch in PBMCs beobachtet werden (Abbildung 35). 
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Abbildung 35: Efflux von [3H]-Cholesterin aus markiertem oxLDL. PMA-
differenzierte THP-1 Zellen (A) oder PBMCs (B) wurden 24 h mit 
Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-Tocopherol präinkubiert (von links 
nach rechts) und mit [3H]-Cholesterin markiertem oxLDL (100 µg/ml, A 
– 50 mg/ml, B) für 24 h (gestrichelte Linien) bzw. für 48 h 
(durchgezogene Linien) geladen und ein Efflux zu dHDL (20 µg/ml, A – 
10µg/ml, B) über 24 h initiiert. n=3-4 +/- SEM; § :p<0.05 
 
Getestet wurde auch, ob nach der Beladung der Zellen eine 
Äquilibrierungszeit von 24 h mit cholesterin-freiem RPMI 1640 Medium und 
10% FCS einen Einfluss auf den [3H]-Cholesterin-Efflux auf dHDL hatte. 
Nach der Beladung der Makrophagen mit [3H]-Cholesterin-markiertem 
oxLDL wurden die Zellen für 24 h in Medium mit 10% FCS äquilibriert und 
anschließend der Efflux auf dHDL initiiert in RPMI 1640 Medium mit 1% 
FCS. α-Tocopherol konnte auch hier dosisabhängig den Efflux um ca. 20 % 
vermindern unabhängig von der vorangegangen Beladungszeit mit oxLDL 
und der Präsenz von 10 % FCS. Dies galt wiederum sowohl für PMA-
differenzierte THP-1 als auch für primäre Makrophagen (Abbildung 36).  
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Abbildung 36: Efflux von [3H]-Cholesterin-markiertem oxLDL. PMA-differenzierte 
THP-1 Zellen (A) oder PBMCs (B) wurden 24 h mit Trägersubstanz, 20 
oder 40 µg/ml α-Tocopherol präinkubiert (von links nach rechts) und mit 
markiertem oxLDL (100 µg/ml, A – 50 mg/ml, B) für 24 h (gestrichelte 
Linien) bzw. für 48 h (durchgezogene Linien) geladen, 24 h mit RPMI + 
10% FCS äquilibriert und ein Efflux zu dHDL (20 µg/ml, A – 10µg/ml, B) 
über 24 h initiiert. n=3-4 +/- SEM; *, § :p<0.05 
 
4.7.2 Einfluß von α-Tocopherol auf den zellulären Cholesterin-
Bestand 
Aufgrund des Einflusses von α-Tocopherol auf die zellulären 
Cholesterinaufnahme- und Cholesterineffluxmechanismen sollte ebenfalls 
der Effekt auf den zellulären Cholesterinbestand untersucht werden. Hierzu 
stand ein modifizierter enzymatischer Cholesterin-Assay, der normalerweise 
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in der Analyse des Serumcholesterins beim Menschen Anwendung findet 
und der bereits mit anderen Stimuli validiert war, zur Verfügung 145. Bei den 
Experimenten mit α-Tocopherol ergibt sich jedoch das Problem, dass α-
Tocopherol teilweise in den Assay eingeschleppt wird und den Cholesterin-
Oxidase basierenden Test beeinflussen könnte. Deshalb wurden eigene 
Eichkurven mit Cholesterin Standards in Gegenwart von steigenden 
Konzentrationen α-Tocopherol aufgenommen. Da α-Tocopherol ein 
Antioxidans ist, kann es leicht oxidiert werden und so möglicherweise mit 
dem Cholesterin-Oxidase-Assay interferieren. Die photometrische 
Bestimmung wäre dann ungenau. Deshalb wurden Tests mit festgelegten 
Cholesterin-Konzentrationen (5, 10 und 20 µg) und steigenden α-
Tocopherol-Konzentrationen durchgeführt. Es zeigte sich, dass α-Tocopherol 
in der höchsten Konzentration (40 µg/ml), die im Zellsediment vorkommen 
konnte, negativ mit dem enzymatischen Test korrelierte. Der maximale 
Abfall von zugegebenem zu gemessenem Cholesterin betrug 20% 
(Abbildung 37).  
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Abbildung 37: Effekt von α-Tocopherol auf den Cholesterin-Peroxidase Assay. 
Cholesterin-Konzentrationen (5, 10 und 20 µg) wurden mit steigenden 
α-Tocopherol-Konzentrationen (10, 20, 40 und 80 µg/ml) gemessen. 
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Deshalb wurden die vorangegangen Cholesterin Assays nochmals mit der 
richtigen Eichkurve neu berechnet (Abbildung 38). Es zeigte sich, dass der 
zelluläre Cholesterinbestand nach Beladung mit oxLDL um bis zu 20% 
anstieg, α-Tocopherol aber keine Wirkung hatte. Die Lipidverarmung durch 
dHDL allein entzog den Zellen ungefähr 15% des Gesamtcholesterin-
Bestandes, was durch Koinkubation mit α-Tocopherol dosisabhängig wieder 
aufgehoben wurde (Abbildung 38B).  
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Abbildung 38: Auswertung des Cholesterin-Oxidase-Assays. PMA-differenzierte 
THP-1 Zellen wurden 24 h mit Trägersubstanz, 20 oder 40 µg/ml α-
Tocopherol präinkubiert (von links nach rechts) und in Kontrollmedium 
(gepunktete Linie) oder Medium, das mit Cholesterin (10 µM, dünne Line 
A) oder oxLDL (100 µg/ml, dicke Linie, A) oder dHDL (20 µg/ml, dünne 
Linie, B) angereichert war, inkubiert. Nach Lipidextraktion wurde das 
Cholesterin enzymatisch nachgewiesen. n=6 +/- SEM; * :p<0.05 , **: 
p<0.01 
 
4.7.3 Einfluß von α-Tocopherol auf die mikroskopische 
Akkumulation von Fetttröpfchen 
Lipidakkumulation und Lipidefflux wurden auch mikroskopisch mittels Oil 
Red O Färbung der Zellen visualisiert. Zuerst wurde eine Kontrollkinetik der 
Lipidaufnahme angefertigt. PMA-differenzierte THP-1 wurden für 24 h und 
für 48 h mit oxLDL (100 µg/ml) beladen, anschließend mit Oil Red O gefärbt 
und das Ergebnis photografisch festgehalten. Wie man in Abbildung 39 
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erkennt, werden Lipide zeitabhängig aufgenommen. Die höchste 
Lipidakkumulation bestand in dieser Kinetik bei 48 h. 
 
Abbildung 39: Darstellung der zellulären Lipidakkumulation mittels Oil Red O 
Färbung.  
 
Danach wurde der Einfluss von α-Tocopherol auf die mikroskopische 
Lipidakkumulation getestet. PMA-differenzierte THP-1 wurden 24 h mit α-
Tocopherol präinkubiert und dann 48 h mit oxLDL (100 µg/ml) beladen. Im 
anderen Fall sollte dHDL (20 µg/ml) nach Beladung eine 
Cholesterinverarmung initiieren. Nach Koinkubation mit α-Tocopherol 
zeigten Makrophagen gegenüber den Kontrollzellen keine sichtbare 
Lipidfärbung mehr (Abbildung 40 A, B; Abbildung 41 A, B). Die 
Lipidakkumulation nach Beladung mit oxLDL durch α-Tocopherol wurde 
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erkennbar reduziert (Abbildung 40 C, D; Abbildung 41 C, D). Nach einer 48-
stündigen Lipidbeladung mit oxLDL erfolgte eine 24-stündige Inkubation mit 
dHDL. Die Lipidverarmung mit dHDL wurde durch Koinkubation mit α-
Tocopherol sichtbar vermindert (Abbildung 40 E, F; Abbildung 41 E, F).  
 
Abbildung 40: Bildliche Dokumentation der Lipidfärbung mittels Oil Red O 
(Mikroskop-Vergrößerung 10 fach). PMA-differenzierte THP-1 Zellen 
wurden 24 h mit Trägersubstanz (links) oder 40 µg/ml α-Tocopherol 
präinkubiert (rechts), in Kontrollmedium (A, B) und in Medium das mit 
oxLDL (100 µg/ml) für 48 h (C, D) versetzt war bzw. dHDL (20 µg/ml) 
für 24 h (E, F). 
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Abbildung 41: Bildliche Dokumentation der Lipidakkumulation mittels Oil Red O-
Färbung (Mikroskop-Vergrößerung 20fach). PMA-differenzierte THP-1 
Zellen wurden 24 h mit Trägersubstanz (links) oder 40 µg/ml α-
Tocopherol präinkubiert (rechts), in Kontrollmedium (A, B) und in 
Medium das mit oxLDL (100 µg/ml) für 48 h (C, D) versetzt war 
beziehungsweise dHDL (20 µg/ml) für 24 h (E, F). 
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5 Diskussion 
Die ermutigenden Befunde zur Oxidationshypothese der Atherosklerose und 
antiatherosklerotischer Effekte von α-Tocopherol in manchen Tiermodellen, 
konnten am Menschen nicht bestätigt werden. In klinischen Studien, in 
denen pharmakologische Dosen von α-Tocopherol, weit über der täglichen 
Nahrungszufuhr, verabreicht wurden, kamen meist enttäuschende Resultate 
an kardiovaskulären Endpunkten zustande. Zu Beginn der Arbeit war 
bekannt, dass der Scavenger Rezeptor CD36 durch α-Tocopherol 
supprimiert wird 21, 143. Deshalb sollten in der vorliegenden Arbeit Effekte 
analysiert werden, die das Antioxidans α-Tocopherol auf weitere Schlüssel-
Effektoren der Cholesterin-Homöostase ausübt, die für die Entwicklung von 
Makrophagen zu Schaumzellen in atherosklerotischen Plaques und somit für 
die Entstehung der Atherosklerose entscheidend sind. Hierfür wurden durch 
Oxy-Lipide aktivierte Transkriptionsfaktoren wie PPARγ und LXRα, sowie 
Lipoprotein-Rezeptoren wie der LDL-Rezeptor und CD36 und die Lipid-
Efflux-Transporter ABCA1 und ABCG1 an einem Makrophagen-Modell unter 
α-Tocopherol näher untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Inkubation von Zellen mit α-Tocopherol, in Konzentrationen, die auch im 
Plasma durch hohe orale Dosen erreicht werden können 7-9, die Expression 
und Funktion der Cholesterin-Exporter ABCA1 und ABCG1 vermindert und 
die Cholesterin-Homöostase von Makrophagen negativ beeinflusst. 
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5.1 Zelluläre α-Tocopherol-Akkumulation in 
Makrophagen 
Durch Anreicherung des Mediums mit α-Tocopherol erhöhte sich der α-
Tocopherol-Gehalt in der Zelle rasch, was wohl nicht allein durch die 
lipophile Membranaffinität der Substanz erklärt werden kann. Nachdem 
Makrophagen 24 h α-Tocopherol ausgesetzt waren, hatte sich der zelluläre 
α-Tocopherol-Gehalt fast verdreifacht, nach 72 h sogar versechsfacht. Die 
zelluläre Anreicherung wurde durch die Anwesenheit von Lipoproteinen wie 
oxLDL oder dHDL als alternative α-Tocopherol-Akzeptoren etwas 
beeinträchtigt. Von Makrophagen, deren Medium mit oxLDL angereichert 
war, wurden ungefähr noch zwei Drittel des α-Tocopherols im Vergleich zu 
Kontrollzellen aufgenommen, während durch dHDL cholesterinverarmte 
Makrophagen maximal noch die Hälfte α-Tocopherol aus dem Medium 
aufnahmen. Im Medium stand zu jedem Zeitpunkt genug α-Tocopherol zur 
Verfügung. Die Zellen besitzen offenbar die Möglichkeit die passive 
Akkumulation von α-Tocopherol aus dem Medium zu limitieren. Eine passive 
Grunddiffusion ist jedoch immer anzunehmen.  
Eine aktive intestinale Aufnahme von α- aber auch γ-Tocopherol am 
Enterozyten-Modell konnte durch den Scavenger-Rezeptor BI gezeigt 
werden, wobei offenbar nicht zwischen den einzelnen Isomeren 
unterschieden wird 146. Auch andere Rezeptoren wie der LDL-R dienen der 
zellulären α-Tocopherol-Aufnahme 10, während ABCA1 als aktiver α-
Tocopherol Efflux-Effektor agiert 147. In primären Enterozyten war vor 
kurzem auch beobachtet worden, dass α-Tocopherol über zwei voneinander 
unabhängige Stoffwechselwege systemisch absorbiert wird. Die 
Hauptabsorption erfolgt über Chylomikronen-Assemblierung; ist dieser Weg 
gestört, so kann die HDL-Sekretion unabhängig von einer vorhandenen 
Lipidquelle dessen Funktion übernehmen. 11.  
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5.2 α-Tocopherol vermindert die zelluläre 
Lipidaufnahme  
5.2.1 α-Tocopherol reduziert die Expression des nukleären 
Transkriptionsfaktors PPARγ 
PPARγ weist in einigen Geweben und Zellen eine besonders hohe Expression 
auf, unter anderem im Fettgewebe 41, 148, ist aber ubiquitär im Organismus 
vertreten. Zu den Zellen, die besonders viel PPARγ exprimieren, gehören 
auch Monozyten, sowie Makrophagen, glatte Gefäßmuskelzellen und 
Endothelzellen, die in der Entwicklung der Atherosklerose eine große Rolle 
spielen 42. In vivo lässt sich insbesondere in atherosklerotischen Läsionen 
und dort in Schaumzellen eine hohe Expression von PPARγ nachweisen. 
Durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors PPARγ wird unter anderem 
CD36 vermehrt exprimiert und damit die Lipidakkumulation und die 
Entwicklung der Makrophagen zu Schaumzellen weiter begünstigt 70, 149.  
Sowohl die basale mRNA-Expression von PPARγ als auch die basale Aktivität 
von PPRE im Luziferase-Assay blieben in Makrophagen durch α-Tocopherol 
weitgehend unbeeinflusst. Die durch oxLDL stimulierte Transkription von 
PPARγ wurde unter α-Tocopherol Einfluss tendenziell reduziert, ebenso die 
unerwartete Induktion der Transkription durch dHDL. Die induzierte 
Aktivierung von PPRE im Luziferase-Assay durch Stimuli wie ddPGJ2 und 
9cRA, oxLDL, aber auch dHDL wurde in PMA-differenzierten Makrophagen 
mithilfe von α-Tocopherol vermindert. γ-Tocopherol zeigte keine 
signifikanten Effekte auf die mRNA-Transkription von PPARγ und die 
Aktivierung von PPRE.  
Die Ursache der Modulation von PPARγ durch α-Tocopherol könnte in 
Fettsäure-Peroxiden liegen, die in oxLDL enthalten sind und als Stimulantien 
der CD36 Expression wirken. α-Tocopherol könnte Peroxide in oxLDL direkt 
abfangen und darauf Reaktionen dämpfen, die den Peroxidtonus in oxLDL 
zur Generierung von spezifischen intrazellulären PPARγ Agonisten nutzen. Es 
konnte gezeigt werden, dass α-Tocopherol den Transfer von reaktiven 
Molekülen wie Radikalen von der wässrigen in die Lipidphase erleichtern 
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kann. Paradoxe pro-oxidative Effekte von α-Tocopherol konnten in LDL 
Partikeln nachgewiesen werden, die sich unter speziellen Bedingungen eines 
Radikalfluxes in der umgebenden Wasserphase befanden. 150.  
Indem es die Generierung von Peroxiden in Kompartimenten verhindert, die 
an der Synthese von Signalmolekülen wie Oxylipiden beteiligt sind, könnte 
α-Tocopherol oxylipid-abhängige Signalwege aber auch dämpfen. 
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass α-Tocopherol Enzyme wie die 
Proteinkinase C 21 oder die NADPH-Oxidase in Makrophagen 19 inhibiert. 
Ebenso wurde postuliert, dass es möglicherweise einen direkten 
transkriptionellen Effekt von α-Tocopherol auf einen noch  nicht 
identifizierten Rezeptor oder Koaktivator von Transkriptionsfaktoren geben 
könnte, durch den dann eine Transaktivierung erfolgt 144, 151. Als Argument 
hierfür wurde der mangelnde Effekt von γ-Tocopherol auf CD36 angeführt, 
das fast ebenso potent antioxidativ wirkt wie α-Tocopherol, aber durch 
seine sterischen Unterschiede an einen solchen noch hypothetischen Faktor 
deutlich schlechter binden könnte. 
Durch die Cholesterin-Verarmung der Zellen mittels dHDL wurde unerwartet 
sowohl die PPARγ Transkription als auch die Aktivierung von PPRE stimuliert, 
wobei α-Tocopherol diesen Effekt umkehren konnte. Der nukleäre 
Transkriptionsfaktor PPARγ gilt als Hauptregulator der CD36 Transkription. 
Bei Cholesterin-Mangel könnte die Zelle deshalb gegenregulatorisch 
versuchen vermehrt Lipide etwa über CD36 aufzunehmen. α-Tocopherol 
könnte die Basalsynthese von endogenen PPARγ aktivierenden Liganden wie 
ddPGJ2 vermindert haben. ddPGJ2 ist ein physiologischer PPARγ-Agonist und 
Metabolit von Prostaglandinen, die durch einen Peroxidations-abhängigen 
Cyclooxygenaseweg entstehen 152, 153. Die Arbeitsgruppe um Wu 
beobachtete, dass α-Tocopherol die Enzymaktivität der Cyclooxygenase 2 
(COX) hemmt, aber nicht die Expression von COX 1 und COX 2. Es handelt 
sich hier wohl um einen antioxidativen oder posttranslationalen Effekt. Es 
steht mehr Arachidonsäure zur Verfügung, die weiter zu 
entzündungsfördernden und somit pro-atherogenen Substanzen wie 
Leukotrienen umgesetzt werden kann 154. Letztendlich ist aber der 
Mechanismus der dHDL-induzierten PPARγ-Stimulation noch völlig unklar. 
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5.2.2 α-Tocopherol reduziert die Expression des Scavenger 
Rezeptors CD36 
Die Aufnahme von modifizierten LDL-Partikeln, wie oxLDL, erfolgt in 
Makrophagen hauptsächlich über den quantitativ bedeutendsten Scavenger 
Rezeptor, CD36, der über PPARγ einem positiven Feedback-Mechanismus 
unterliegt. Das befähigt Makrophagen uneingeschränkt modifiziertes LDL 
aufzunehmen und schließlich zur Schaumzelle zu degenerieren. Diese 
Kausalkette konnte bereits im Mausmodell anhand von CD36-Knock-Out 
Mäusen (CD36-/-) bestätigt werden 66.  
Eine mögliche weitere Funktion des CD36 ist die Vermittlung von Adhäsion 
durch Kollagenbindung. Die Adhäsion von Makrophagen an Endothelzellen 
nach Koinkubation mit oxidativ modifiziertem LDL konnte durch CD36-
Antikörper gezeigt werden 155. 
Durch oxLDL induziert steigt die Transkription des CD36 Rezeptors von 
PMA-differenzierten THP-1 aber auch von PBMCs an. Dies kann durch 
Koinkubation mit α-Tocopherol wieder reduziert werden. Diese 
Abschwächung, die bereits früher an Monozyten und glatten 
Gefäßmuskelzellen gezeigt worden war 143, 151, unterstützt somit die 
biologische Relevanz des hier verwendeten Makrophagenmodells. In PMA-
differenzierten THP-1 reduzierte α-Tocopherol die Inhibition von CD36 durch 
dHDL. Eine Hemmung der CD36 Expression durch α-Tocopherol nach 
Induktion durch oxLDL konnte auch auf Proteinebene mittels 
Durchflußzytometrie gezeigt werden. Diese fiel mit unter 10% weniger 
deutlich aus als auf RNA-Niveau zu erwarten war. Der Unterschied zur 
mRNA Transkription könnte dadurch bedingt sein, dass CD36 
bekanntermaßen größtenteils als präformierter Protein-Pool in den Zellen 
vorhanden ist. Fertig translatiert kann das Protein nach adäquater 
Stimulation direkt zur Zellmembran transloziert werden und nach der 
Aufnahme von oxLDL wieder rezyklisieren 60.  
Im Gegensatz zu α-Tocopherol konnte bei Exposition mit γ-Tocopherol kein 
Unterschied bei der mRNA-Transkription von CD36 in Makrophagen 
beobachtet werden. γ-Tocopherol wird nicht im gleichen Maß im Plasma und 
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Gewebe gespeichert wie α-Tocopherol. Folglich gelangt in vivo nur wenig γ-
Tocopherol ins Gewebe und besitzt für Makrophagen deshalb wahrscheinlich 
auch weniger biologische Relevanz 156. Der fehlende Effekt von γ-Tocopherol 
auf die CD36 Transkription trotz ähnlich antioxidativer Potenz von γ-
Tocopherol und α-Tocopherol wurde aber auch als Indiz für eine direkte 
transkriptionelle Wirkung von α-Tocopherol über einen bisher allerdings 
nicht identifizierten stereospezifischen Transkriptionsfaktor gewertet 144. 
5.2.3 Funktionelle Auswirkung der verminderten CD36 Expression 
Des Weiteren wurde die funktionelle Bedeutung der durch α-Tocopherol 
verursachten Veränderungen für die oxLDL-Aufnahme untersucht. Die 
Lipidaufnahme-Rate von [3H]-Cholesterin-markiertem oxLDL erfolgt 
mindestens bis 48 h zeitlinear sowohl bei PMA-differenzierten THP-1 als 
auch bei PBMCs. Die Präinkubation von humanen Makrophagen mit α-
Tocopherol verlangsamte die Rate der zellulären Cholesterin-Akkumulation 
von [3H]-Cholesterin-markiertem oxLDL. Das zeigte sich gleichermaßen bei 
einer Beladungszeit von 24 h wie 48 h. Die letztendliche Lipidakkumulation 
blieb aber linear von der Expositionszeit abhängig. Somit konnte auch die 
höchste α-Tocopherol-Konzentration (40 µg/ml) die Lipidakkumulation bei 
verlängerter Exposition nicht dauerhaft verhindern. An der basalen 
Cholesterin-Homöostase, gemessen als zelluläres Gesamtcholesterin, ließ 
sich eine quantitative Verminderung des Cholesterin-Bestandes durch α-
Tocopherol nicht bestätigen, ebenso nach Beladung mit oxLDL. Da α-
Tocopherol als leicht oxidierbares Antioxidans mit dem enzymatischen Assay 
interferieren könnte, wurden photometrische Eichkurven bei der höchsten 
zu erwartenden α-Tocopherol-Konzentration, die den gemessenen zellulären 
α-Tocopherol-Spiegeln im Assay entsprachen, aufgenommen und für die 
Messung validiert. Selbst unter Annahme einer vollständigen Extraktion des 
zellulären α-Tocopherol zusammen mit Cholesterin und einer Verschleppung 
in den Assay war die Eichkurve des Cholesterin-Oxidase basierenden Assays 
nur gering verschoben. Unter Verwendung der adäquaten Eichkurve war der 
Assay deshalb auch für Experimente unter Einfluss von α-Tocopherol 
verwendbar.  
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Auch anhand des Verhaltens der Zellgranularität in der Durchflußzytometrie 
konnte eine Reduktion der intrazellulären Fetttröpfchen auf oxLDL durch α-
Tocopherol erfasst werden. Schließlich konnte der Effekt von α-Tocopherol 
auf die Lipidanreicherung aus oxLDL konnte ebenfalls mikroskopisch belegt 
werden. Deutlich ist die Reduktion der Lipidtröpfchen nach α-Tocopherol-
Exposition mittels der Oil Red O Färbung zu erkennen.  
Die durch α-Tocopherol reduzierte Expression des Scavenger Rezeptors 
CD36 ist folglich unter oxLDL Exposition der Zellen auch funktionell 
relevant. α-Tocopherol verminderte nicht nur die mRNA Transkription und 
die Expression sondern auch die zelluläre Akkumulation von Cholesterin aus 
oxLDL durch den quantitativ bedeutenden Scavenger Rezeptor CD36, der 
die Lipidaufnahme aus oxLDL vermittelt 62. Lipidlösliche Antioxidantien 
könnten in oxLDL aber vorhandene Oxylipide insbesondere Peroxide 
abfangen. α-Tocopherol könnte so die Bildung von Schaumzellen zwar 
verlangsamen, aber um den Preis einer verlangsamten Abräumung 
extrazellulärer Lipiddepots in der Gefäßwand. Die letztendliche Entstehung 
von Schaumzellen durch oxLDL kann allein durch α-Tocopherol 
wahrscheinlich nicht dauerhaft verhindert werden, da durch eine lange 
Expositionszeit der Effekt von α-Tocopherol auf die Lipidakkumulation 
letztendlich aufgehoben wird. 
Im Zusammenhang mit α-Tocopherol wurden bereits diverse Tiermodellen 
zur Entwicklung der Atherosklerose untersucht. Es gibt Arbeiten, die eine 
Progression der Läsionen fanden, aber auch Beispiele zur verminderten 
Entstehung von Läsionen 112. So bleibt ein antiatherogener Effekt durch 
Reduktion der Expression von CD36 weiter umstritten. 
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5.2.4 α-Tocopherol beeinflusst die Transkription des LDL-Rezeptors 
nicht 
Außer einer tendenziellen Reduktion der vorangegangenen Induktion des 
LDL-R bei Cholesterinverarmung der Makrophagen durch dHDL, konnte bei 
unverändertem LDL-R ein unspezifischer transkriptioneller Effekt von α-
Tocopherol ausgeschlossen werden. Die gegenregulatorische Antwort der 
LDL-R Expression auf Überladung der Zellen durch oxLDL blieb ebenfalls 
ungestört. 
Die hepatische Aufnahme von LDL Partikeln über den LDL-R reguliert den 
Spiegel von zirkulierendem LDL-Cholesterin 56. Die Transkription des LDL-R 
ist primär durch den SCAP-Insig-SREBP Signalweg reguliert, der aktiviert 
wird, wenn es zu einer Cholesterin-Verarmung im endoplasmatischen 
Reticulum kommt 157. LDL-R defiziente Mäuse 158 sind lebensfähig und fertil. 
In ihrem Blut findet sich eine erhöhte Menge an Gesamtcholesterin, das auf 
gesteigerte IDL und LDL-Werte zurückzuführen ist. Defekte des LDL-R 
verursachen die familiäre Hypercholesterinämie, die sich durch eine 
reduzierte Lipoproteinaufnahme auszeichnet. Aufgrund seiner zentralen 
Rolle liegt die Vermutung einer bedeutenden Funktion des LDL-R in der 
Atherogenese auch bei nicht familiärer Hypercholesterinämie zunächst 
nahe. Dagegen spricht aber, dass der LDL-R nur in relativ geringem Maße 
auf Zellen exprimiert wird, denen bei der Entstehung der Atherosklerose 
eine entscheidende Funktion zukommt, insbesondere auf Makrophagen und 
glatten Gefäßmuskelzellen 159, 160. Zweitens wirkt das durch den LDL-R 
aufgenommene Cholesterin negativ auf die Expression dieses Rezeptors und 
der HMG-CoA-Reduktase. Selbst bei hoher extrazellulärer Cholesterin-
Konzentration kommt es wegen der negativen Rückkopplung des LDL-R 
kaum zu einer Erhöhung des intrazellulären Cholesterinbestandes 159, 161 und 
nur bei LDL-R-Defekten zu einem Überschuß wegen reduzierter hepatischer 
Klärung von Cholesterin. Drittens wurde in Versuchen mit LDL-R-defizienten 
Mäusen eine starke Erhöhung der Serum-LDL-Konzentration sowie die 
Ausprägung von atherosklerotischen Läsionen vor allem beobachtet, wenn 
sie mit fetthaltiger Kost gefüttert wurden 162. All dies spricht gegen eine 
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entscheidende Bedeutung des LDL-R in der Entstehung der Atherosklerose 
außer im Sonderfall der familiären Hypercholesterinämie. 
5.3 α-Tocopherol supprimiert den zellulären 
Cholesterin-Export 
Ein wichtiger Mechanismus zur Klärung von Cholesterin aus peripherem 
Gewebe ist der reverse Cholesterintransport. Dadurch kann Cholesterin zur 
Leber rücktransportiert und letztlich über die Galle  ausgeschieden werden. 
Ein initialer Schritt ist hierbei besonders bedeutend: Prä-HDL wird von 
Hepatozyten und Enterozyten sezerniert und Cholesterin-Exporter 
peripherer Zellen wie ABCA1 translozieren Cholesterin auf die strukturelle 
Hauptkomponente des Prä-HDL nämlich Apo A-I 72. Diese ABC Transporter, 
die in atherosklerotischen Läsionen in Makrophagen vermehrt nachgewiesen 
wurden und bei Lipidüberladung induziert werden, spielen somit eine 
entscheidende Rolle bei der Prävention und Regression von 
Lipidansammlungen in den peripheren Gefäßen 95. In vivo wird der reverse 
Cholesterintransport in Makrophagen vor allem durch ABCA1 und ABCG1 
initiiert. SR-BI fungiert dann als HDL-Rezeptor auf Hepatozyten 80.  
5.3.1 α-Tocopherol beeinflusst die Expression des nukleären  
Transkriptionsfaktors LXRα 
LXRα wird vor allem in der Leber, aber auch im Darm, im Fettgewebe und in 
Makrophagen exprimiert 50. Als Schlüsselregulator im Lipidmetabolismus 
spielt LXRα vor allem beim Katabolismus, aber auch bei der Absorption von 
Cholesterin und bei der Fettsäuresynthese eine Rolle 51. 
Die basale mRNA-Transkription von LXRα und die basale Aktivität von LXRE 
wurden in Makrophagen durch α-Tocopherol nicht beeinflusst. Die massive 
Induktion der Transkription von LXRα durch oxLDL wurde in PMA-
differenzierten THP-1 nicht signifikant beeinträchtigt, während in PBMCs 
eine Reduktion der LXRα Expression auf oxLDL durch α-Tocopherol zu 
beobachten war. Die Aktivierung von LXRE im Luziferase-Assay induziert 
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durch exogene Stimuli wie 22-OHC, aber auch durch oxLDL oder dHDL 
wurde mithilfe von α-Tocopherol in PMA-differenzierten THP-1 vermindert.  
Als nukleärer Rezeptor bildet LXRα wie auch PPARγ nach Aktivierung der 
Ligandenbindung mit RXR ein Heterodimer. Während PPARγ mithilfe von 
Oxy-Derivaten von Fettsäuren aktiviert wird, wird LXRα durch Oxysterole (z. 
B. natürlich vorkommende Oxidationsprodukte von Cholesterin) stimuliert 
und auch selbst induziert 152, 163. Die Aktivierung von PPARγ führt aber auch 
indirekt zur vermehrten Transkription von LXRα. LXRα wiederum bindet an 
LXRE Sequenzen z. B. im ABCA1 Promotor 164 und steigert die Transkription 
der wichtigsten zellulären Cholesterin-Exporter ABCA1 und ABCG1 98, 165. 
Neben LXRα oder über PPARγ und anschließend über LXRα kann auch der 
Transkriptionsfaktor PPARα die Expression von ABCA1 induzieren 98. 
Lipidlösliche Antioxidantien könnten in oxLDL vorhandene Oxylipide 
abfangen und eine reduzierte CD36 Expression vermindert auch, wie bereits 
gezeigt, die intrazelluläre Aufnahme von oxLDL durch die Makrophagen. 
Andererseits könnte α-Tocopherol einen direkten transkriptionellen Effekt im 
Sinne eines Antagonismus von LXRα ausüben beziehungsweise auf einen 
noch nicht identifzierten Koaktivator von Transkriptionsfaktoren, an den α-
Tocopherol bindet 144, 151. Verschiedene direkte Effekte von α-Tocopherol 
konnten bereits gezeigt werden z. B. die Inhibition von Signal-
verstärkenden Enzymen wie Proteinkinase C  21 oder der NADPH-Oxidase in 
Makrophagen 19.  
Unerwarteterweise wurde sowohl die LXRα Transkription als auch die 
Aktivierung von LXRE auch durch Inkubation mit dHDL stimuliert und α-
Tocopherol konnte diesen Effekt ebenfalls reduzieren. dHDL dürfte eine 
Cholesterinverarmung der Zellen herbeigeführen, was noch den SREBP-
SCAP-Signalweg der de novo Synthese von zellulärem Cholesterin 
stimuliert. Zwischenprodukte der Cholesterin-Synthese wurden kürzlich als 
LXR Agonisten identifiziert 166. Dies könnte einen potenziellen Mechanismus 
der dHDL induzierten LXRα-Stimulation darstellen.  
Koinkubationen mit γ-Tocopherol zeigten weder mit 22-HOC, mit oxLDL 
noch mit dHDL eine Wirkung auf die LXRα-Expression und die Aktivierung 
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des LXRE. Da γ-Tocopherol α-Tocopherol strukturell sehr ähnlich ist, kann es 
sich bei dem α-Tocopherol-Effekt wohl nicht um einen rein antioxidativ 
vermittelten Effekt handeln, es wird ein transkriptioneller Effekt von α-
Tocopherol vermutet. 
Vor kurzem wurde von Leonard et al. eine Senkung des HDL Plasma-
Spiegels während einer zusätzlich mit α-Tocopherol supplementierten 
Statintherapie beobachtet 167, was einen weiteren Hinweis auf die 
Interaktion zwischen α-Tocopherol und dem reversen Cholesterintransport 
darstellt.  
HDL Partikel im Plasma enthalten wenig Antioxidantien, tragen jedoch die 
meisten Oxylipide 168. Wenn also polare Oxylipide während der Delipidierung 
weniger effizient von HDL abstrahiert werden als Cholesterin, könnte dies 
ebenfalls eine LXRα Aktivierung durch dHDL erklären. Aber auch ein direkter 
Effekt z. B. durch Apo A-I kann nicht ausgeschlossen werden. Schließlich 
könnte es sich auch um einen transienten Effekt handeln, da die LXRα 
mRNA Transkription nur zu einem Zeitpunkt bestimmt wurde: Die LXRα 
Stimulation durch dHDL schlug sich nicht direkt auf die Expression der 
Cholesterin-Exporter ABCA1 und ABCG1 nieder, was einen komplexeren 
Zusammenhang zwischen dHDL und LXRα in diesem Fall vermuten lässt. 
5.3.2 α-Tocopherol reduziert die Transkription der Efflux-
Transporter ABCA1 und ABCG1  
ABCA1 stellt einen initialen Effektor für den aktiven Cholesterin-Efflux der 
Zelle dar, wahrscheinlich ohne selbst ein direkter Cholesterintransporter zu 
sein. Bindungsstudien in ABCA1-überexprimierenden Zellen konnten zeigen, 
dass freies Apo A-I an ABCA1 bindet und als direkte primäre Folge ein 
gesteigerter zellulärer Phospholipidefflux und möglicherweise erst sekundär 
der Cholesterinefflux stattfindet 89. Im Fall einer mutationsbedingten 
Dysfunktion des ABCA1-Gens tritt bei Menschen die als Tangier-Krankheit 
bekannte rezessive Störung der Lipidhomöostase auf, die durch sehr 
niedrige HDL-Plasmaspiegel und vorzeitige Atherosklerose gekennzeichnet 
ist 89. ABCA1 defiziente Mäuse zeigten ähnliche Veränderungen wie Tangier 
 113 
Patienten 169. ABCG1 zeigt eine dominante Expression in Makrophagen und 
ist  ebenso wie ABCA1 über einen LXRα-regulierten Mechanismus am 
Cholesterin-Efflux jedoch bevorzugt auf bereits lipid-beladenes HDL beteiligt 
92, 93. Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnten keine genetischen Variationen in 
humanem ABCG1 gefunden werden, die einen pro-atherogenen Effekt 
hätten. 
Die Transkription des ABCA1 aber auch des ABCG1 Efflux-Transporters von 
Makrophagen wurde durch oxLDL induziert. α-Tocopherol reduzierte die 
Stimulation der zwei Efflux-Rezeptoren durch oxLDL um 20 - 50% in 
Makrophagen. α-Tocopherol  konnte auch die Inhibition von ABCA1 durch 
dHDL in PMA-differenzierten THP-1 teilweise umkehren, ABCG1 blieb aber 
weiter reduziert. Nur in primären Makrophagen wurde dagegen eine 
Induktion von ABCA1 und ABCG1 durch dHDL beobachtet, welche durch 
Zugabe von α-Tocopherol vermindert wurde. Dabei war aber das basale 
Expressionsniveau von ABCA1 in primären Makrophagen so gering, dass die 
Transkription von ABCA1 durch die Anreicherung des Mediums mit dHDL 
erst das Basalniveau von PMA-differenzierten THP-1 erreichte. Somit ist der 
letztere Befund mit Vorsicht zu interpretieren. Nachdem eine 
Cholesterinverarmung durch dHDL initiiert wurde, zeigte sich durch α-
Tocopherol in PMA-differenzierten THP-1 mittels Immunoblot wie 
ursprünglich erwartet eine weitere Hemmung der ABCA1 Expression auf 
Proteinebene. In PMA-differenzierten THP-1 konnte α-Tocopherol sowohl 
leicht die basale als auch die oxLDL induzierte Expression von ABCA1 
senken. Die unerwartete Stimulation der Transkription und der Aktivierung 
von LXRα durch dHDL wurde durch α-Tocopherol reduziert. Nichtsdestotrotz 
überwog in Makrophagen offensichtlich die Suppression von ABCA1 nach 
zellulärer Cholesterinverarmung durch dHDL den Effekt der LXRα 
Aktivierung. 
Auch bei Koinkubation mit γ-Tocopherol konnte im Unterschied zu CD36 
eine tendenzielle Reduktion der durch oxLDL hervorgerufenen Induktion der 
beiden Efflux-Schlüsselrezeptoren ABCA1 und ABCG1 beobachtet werden. 
Die durch α-Tocopherol induzierte Verminderung des Effluxes durch dHDL 
war in PMA-differenzierten THP-1 mit γ -Tocopherol aber nicht nachweisbar.  
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5.3.3 Funktionelle Auswirkung der verminderten ABCA1 und ABCG1 
Expression 
Die Überladung von Makrophagen mit Cholesterin führt zu einer verstärkten 
Transkription der Lipid-Efflux-Transporter ABCA1 und ABCG1 und zu einer 
Steigerung des Cholesterin-Efflux auf Apo A-I bzw. direkt auf HDL, was zu 
einer Reduktion der Schaumzellbildung beiträgt 87. α-Tocopherol konnte die 
mRNA Transkription von ABCA1 und ABCG1 bereits ohne zusätzliche 
Überladung der Zellen mit Cholesterin reduzieren, was die Entwicklung 
atherosklerotischer Läsionen begünstigen könnte. 
Zuerst wurden die Zellen mit [3H]-Cholesterin oxLDL vormarkiert und die 
darauffolgende [3H]-Cholesterin Abgabe an dHDL aus PMA-differenzierten 
THP-1 und PBMCs gemessen. Der fraktionelle Efflux erreichte sowohl nach 
24 h als auch nach 48 h Lipidbeladung ungefähr 50%. In Anwesenheit von 
α-Tocopherol war der zelluläre [3H]-Cholesterin Efflux auf dHDL reduziert. 
Auch der zelluläre Cholesterin-Bestand deutete in PMA-differenzierten THP-1 
auf eine Suppression des Cholesterin-Exports auf dHDL durch α-Tocopherol 
hin. Mikroskopisch konnte die Lipidakkumulation durch oxLDL und die 
Verminderung des Exports auf dHDL durch α-Tocopherol ebenfalls in Form 
von gefärbten Lipidgranula visualisiert werden. 
Die durch α-Tocopherol induzierte Reduktion der Transkription der Efflux-
Transporter ABCA1 und ABCG1 war folglich auch funktionell relevant. α-
Tocopherol reduzierte den Efflux aus lipidgeladenen Zellen auf dHDL Partikel 
offensichtlich über die reduzierte Expression der aktiven zellulären ABC-
Exporter. Dies beeinträchtigt den ersten Geschwindigkeits-bestimmenden 
Schritt des reversen Cholesterintransports. Dieser ist unerlässlich für die 
Verhinderung bzw. die Rückbildung von Cholesterinakkumulationen in der 
Gefäßwand. Für Probucol, welches eine ähnliche Struktur und Eigenschaften 
besitzt wie α-Tocopherol wurde bereits eine Inhibition des ABCA1 
vermittelten zellulären Lipid-Efflux gezeigt. SR-BI dagegen wurde durch 
Probucol nicht beeinflusst 170. Von Enterozyten wird α-Tocopherol selbst 
über den SR-BI aufgenommen und absorbiert 146. 
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In Makrophagen stimulieren LXR-Agonisten auch den Transport von ABCG1 
vom intrazellulären Kompartiment zur Plasmamembran, was den Efflux von 
Cholesterin auf HDL verbessert. Somit hat das LXR System eine duale 
Funktion bei ABCG1, es steigert die Expression aber auch die Translokation 
von ABCG1 zur Plasmamembran 100. Dieser α-Tocopherol-Effekt könnte also 
an zwei Angriffspunkten vermittelt sein. 
 
5.4 Mögliche Relevanz von α-Tocopherol für die 
zelluläre Cholesterin-Homöostase und Atherogenese 
α-Tocopherol greift offensichtlich an mehreren Stellen in die zelluläre 
Cholesterin-Homöostase ein, die normalerweise mehrfach reguliert wird. 
Wenn Makrophagen α-Tocopherol-Konzentrationen ausgesetzt werden, die 
in vivo durch hohe orale Supplementierung erreicht werden können, wird 
die Regulation von CD36 und ABC-Transportern, wie ABCA1 und ABCG1, in 
einer Weise verändert, die die Abräumreaktion von modifizierten 
Lipoproteinen in der Gefäßwand und die Einschleusung des Cholesterins in 
den reversen Cholesterintransport beeinträchtigt. Es konnte gezeigt werden, 
dass ein Teil der Wirkung von α-Tocopherol auf der Ebene der Oxylipd-
Liganden vermittelt wird, die für die Aktivierung von PPARγ und LXRα in 
Makrophagen verantwortlich sind. In humanen Endothelzellen konnte schon 
früher eine Reduktion der oxLDL induzierten Gene durch α-Tocopherol 
beobachtet werden 171. Es scheinen aber noch weitere Mechanismen 
beteiligt sein. In einer hepatischen Zelllinie wurde über eine direkte 
Induktion der Expression des LDL-R und der HMG-CoA-Reduktase durch α-
Tocopherol berichtet 172, was bei Makrophagen hier nicht bestätigt werden 
konnte. 
Diverse Tiermodelle, bei denen hochdosiertes α-Tocopherol verabreicht 
wurde, zeigten ursprünglich positive Befunde zur Entstehung und 
Entwicklung der Atherosklerose. An weißen Neuseeland-Kaninchen konnten 
cholesterin-induzierte atherosklerotische Läsionen durch eine Kombination 
von β-Karotin (25 mg/kg Körpergewicht) und α-Tocopherol (0,5% der 
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Nahrung) über mehrere Wochen verhindert werden 173. Es wurden aber 
auch Effekte auf die Atherosklerose-Entstehung von α-Tocopherol-
Substitution an apo E defizienten Mäusen getestet, die zur spontanen 
Bildung von atherosklerotischen Läsionen bei artgerechter Fütterung neigen 
110. Normalerweise zeigen die Tiere erhöhte Isoprostanwerte, die bei der 
Oxidation von Arachidonsäure entstehen und als Atherogenesemarker 
gelten. Pro Kilogramm Futter wurden 2000 IU α-Tocopherol für 16 Wochen 
zugegeben. α-Tocopherol, oral verabreicht, konnte die Isoprostanproduktion 
vermindern, somit den oxidativen Stress und die Atherogenese. Es konnte 
dabei kein Einfluss auf den Gesamtplasma-Cholesterin-Spiegel beobachtet 
werden 110. 1994 konnte die Arbeitsgruppe um Vita mit Cholesterin-
gefütterten Neuseeland-Kaninchen zeigen, dass α-Tocopherol in geringen 
Dosen (1000 IU/kg Körpergewicht) die endotheliale vasodilatative Funktion 
verbesserte, während hochdosiertes α-Tocopherol (10 000 IU/kg 
Körpergewicht) im Gegensatz dazu einzig die endotheliale Dysfunktion 
steigern konnte und somit die Progression von Atherosklerose begünstigen 
könnte. α-Tocopherol ist also in verschiedenen Tiermodellen nicht einheitlich 
von Vorteil und übt dosisabhängig ambivalente Effekte auf die Entwicklung 
von atherosklerotischen Läsionen aus 112. 
Mittlerweile wurden auch zahlreiche Humanstudien durchgeführt, die α-
Tocopherol allein oder in Kombination mit anderen lipidlöslichen 
Antioxidantien substituierten. Trotz der epidemiologisch inversen Relationen 
zwischen koronarer arterieller Krankheit und der natürlichen Zufuhr von 
Antioxidantien mit der Nahrung, konnte in großen Interventionsstudien mit 
pharmakologischen Dosen α-Tocopherol kein sicherer klinischer Nutzen 
gezeigt werden 20, 119. Die „Cambrigde Heart Antioxidant Study“ (CHAOS) 
Studie berichtete von einer Reduktion im kombinierten primären Endpunkt 
kardiovaskulärer Todesfälle und nicht tödlicher Myokardinfarkte, aber auch 
von einem Anstieg in der Gesamtmortalität 114. Die große „Gruppo Italiano 
per lo Studio della Sopravvivenza nell'Infarto Miocardico“ (GISSI) Studie 
konnte keinen günstigen Effekt von α-Tocopherol feststellen und ließ in 
späteren Analysen sogar schädigende Effekte vermuten 115. Ein konsistenter 
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Nutzen von Vitamin E bei kardiovaskulären Erkrankungen konnte also nicht 
belegt werden. 
Allerdings ist inzwischen auch heftige Kritik am Design mancher Studien 
geäußert worden: So wurde der Vitamin E-Plasmaspiegel bei Aufnahme der 
Patienten nicht gemessen, und es fanden keine Kontrollen statt, die einen 
Anstieg des Plasmaspiegels nach oraler Supplementierung belegt hätten. 
Die Studien waren größtenteils sekundäre Präventionsstudien, wobei die 
Patienten zu Beginn der Studie zumeist schon fortgeschrittene 
atherosklerotische Veränderungen der Koronarien aufwiesen. Vitamin E 
sollte aber - wenn überhaupt - die Entwicklung der Atherosklerose in frühen 
Stadien verhindern. Es könnte dann den Endothelschaden durch 
verminderte LDL-Oxidation und andere Prozesse noch verringern. 
Die in dieser Arbeit gefundenen inhibitorischen Effekte von α-Tocopherol auf 
die Expression von Schlüsselrezeptoren der Cholesterin-Homöostase in 
Makrophagen wie den Scavenger Rezeptor CD36, über den α-Tocopherol 
eine Hemmung der zellulären Lipidaufnahme hervorruft, aber gleichzeitig 
auch auf die Cholesterin-Exporter ABCA1 und ABCG1, wodurch der 
Cholesterin-Efflux verlangsamt wird, könnten zur Erklärung der 
enttäuschenden Resultate der Preventionsstudien mit hochdosiertem α-
Tocopherol beitragen.  
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Abbildung 42: Wirkung von α-Tocopherol auf den Aufnahme- und den 
Effluxmechanismus von Lipiden 
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6 Zusammenfassung 
Ein bedeutender Mechanismus zur Prävention und Regression von 
atherosklerotischen Läsionen ist die Abräumung von akkumulierten 
extrazellulären Lipiden in der Gefäßwand und deren Einschleusung in den 
reversen Cholesterintransport durch Makrophagen. Wichtigste molekulare 
Effektoren sind dabei Scavenger Rezeptoren wie CD36 und Cholesterin-
Exporter wie ABCA1 und ABCG1. Deren Expression wird durch spezifische 
oxidierte Sterole, die die nukleären Transkriptionsfaktoren wie PPARγ und 
LXRα aktivieren, induziert. Da hochdosierte lipidlösliche Antioxidantien diese 
regulatorischen Oxylipide beeinflussen könnten, war es Ziel dieser Arbeit 
am Makrophagen-Modell die Wirkung von hochdosiertem α-Tocopherol auf 
Signalwege und Schlüsselrezeptoren der Cholesterin-Homöostase zu 
untersuchen.  
Der Einfluss von α-Tocopherol und teilweise auch von γ-Tocopherol wurde 
auf regulatorischer, transkriptioneller, translationeller und funktioneller 
Ebene mittels Realtime RT-PCR, Reportergen-Assays, FACS, Immunoblot 
und Lipidaufnahme- und Lipidefflux-Assays analysiert. 
Der LDL-R wurde durch hochdosiertes α-Tocopherol nicht beeinflusst, 
während die Expression des Scavenger Rezeptors CD36, 
konzentrationsabhängig sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene 
durch α-Tocopherol beeinträchtigt wurde. Auf funktioneller Ebene 
verringerte α-Tocopherol die Aufnahme von [H³]-Cholesterin markiertem 
oxLDL durch Makrophagen. Der Effekt konnte ebenso mikroskopisch 
dargestellt werden.  
Die verminderte Expression von CD36 durch α-Tocopherol konnte zumindest 
teilweise durch eine dosisabhängige Verminderung der mRNA-Transkription 
von PPARγ und eine verminderte Aktivierung von PPARγ im PPRE-Luziferase-
Assay auch durch exogene Stimuli erklärt werden. γ-Tocopherol hatte 
keinen vergleichbaren Effekt auf die CD36- und PPARγ-spezifische mRNA, 
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weswegen bereits auch ein direkter transkriptioneller Effekt von α-
Tocopherol postuliert wurde. 
Die vermehrte zelluläre Aufnahme von oxidiertem LDL über Scavenger 
Rezeptoren wie CD36 induziert normalerweise auch eine vermehrte 
Einschleusung von Cholesterin in den reversen Cholesterintransport durch 
ABC-Exporter wie ABCA1 und ABCG1, wodurch die Schaumzellbildung 
zumindest verzögern werden kann. Diese Induktion der Cholesterin-
Exporter wird durch oxidierte Sterole vermittelt, die LXRα aktivieren. 
Deshalb wurde ebenfalls eine mögliche Interferenz von hochdosiertem α-
Tocopherol mit dem zellulären Cholesterin-Export untersucht. In der Tat 
wurde der Cholesterin-Efflux von Makrophagen auf delipidiertes HDL durch 
α-Tocopherol beeinträchtigt, wodurch der zelluläre Cholesterin-Bestand 
anstieg. Dieser Effekt zeigte auch mikroskopisch vermehrte Lipidgranula. 
Die Aktivierung des LXR-Response Elements im Luziferase-Assay durch 
exogene Stimuli wie 22-OHC oder oxidiertes LDL wurde durch α-Tocopherol 
ebenfalls negativ beeinflusst. Dadurch könnte die Reduktion der Expression 
von ABCA1 und ABCG1 auf mRNA-Ebene und von ABCA1 auf Proteinebene 
zumindest teilweise erklärt werden.  
Mit γ-Tocopherol konnte nur eine geringe Reduktion auf mRNA Ebene, 
sowohl für ABCA1 als auch LXRα festgestellt werden. Bei der verminderten 
Expression von ABCA1 und ABCG1 durch hochdosiertes α-Tocopherol 
handelt es sich also wahrscheinlich um einen spezifischen, teilweise durch 
LXRα vermittelten Prozess.  
Es scheinen aber weitere Signalwege beteiligt zu sein: Unerwarteterweise 
wurde die Transkription und die Aktivierung von LXRα auch durch 
delipidiertes HDL stimuliert, was durch hochdosiertes α-Tocopherol ebenfalls 
dosisabhängig reduziert werden konnte. Nichtsdestotrotz war ABCA1 in 
Makrophagen nach Cholesterinverarmung durch delipidiertes HDL 
supprimiert. Die gefundenen Effekte von α-Tocopherol auf 
Schlüsselrezeptoren der Cholesterin-Homöostase in Makrophagen können 
zur Erklärung der enttäuschenden Resultate der Preventionsstudien mit 
hochdosiertem α-Tocopherol beitragen: Durch Hemmung des Scavenger 
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Rezeptors CD36 reduziert α-Tocopherol zwar einerseits den ersten Schritt 
zur Schaumzellbildung um den Preis einer verzögerten Abräumung 
extrazellulärer Lipiddepots, α-Tocopherol verlangsamt aber auch durch 
Hemmung von ABCA1 und ABCG1, den endgültigen Abtransport von 
Cholesterin aus der Gefäßwand durch den reversen Cholesterin-Transport.  
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